Antikörper-Fusionsproteine zur Beeinflussung intrazellulärer Vorgänge by Broders, Olaf
 
 
Antikörper-Fusionsproteine 
zur Beeinflussung intrazellulärer Vorgänge 
 
 
 
 
INAUGURAL-DISSERTATION 
 
zur Erlangung der Doktorwürde 
der 
Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultät 
der Ruprecht-Karls-Universität 
Heidelberg 
 
 
 
 
 
 
 
 
vorgelegt von 
Diplom-Biologe Olaf Broders 
aus Bautzen 
 
Heidelberg, März 2004 
 
  
 
INAUGURAL-DISSERTATION 
 
 
zur Erlangung der Doktorwürde 
der 
Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultät 
der Ruprecht-Karls-Universität 
Heidelberg 
 
 
 
 
 
 
 
 
vorgelegt von 
Diplom-Biologe Olaf Broders 
aus Bautzen 
 
Heidelberg, März 2004 
 
 
 
 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 
 
 
Antikörper-Fusionsproteine 
zur Beeinflussung intrazellulärer Vorgänge 
 
 
 
 
 
„In der Wissenschaft gleichen wir alle nur den Kindern, 
die am Rande des Wissens hie und da einen Kiesel aufheben, während sich der 
weite Ozean des Unbekannten vor unseren Augen erstreckt.“ 
 
Sir Isaak Newton 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gutachter: Prof. Dr. Stefan Dübel 
 Prof. Dr. Michael Wink 
 
Vielen Dank... 
 
 
...zuerst an Herrn Prof. Dr. Stefan Dübel für die Anregung des spannenden Themas, die mir 
überlassene Freiheit bei dessen Umsetzung und sein stetes Interesse am Fortgang der 
Projekte. Seine wissenschaftliche Betreuung und Diskussionsbereitschaft haben maßgeb-
lich zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen. 
 
...an Herrn Prof. Dr. Michael Wink für die freundliche Übernahme des Zweitgutachtens und 
die zahlreichen Gelegenheiten, die es mir im Rahmen des Graduiertenkollegs 388 ermög-
licht haben, mein Blickfeld über den eigenen „fachspezifischen Tellerrand“ zu erweitern. 
 
...an Herrn Prof. Dr. Melvyn Little und Herrn PD Dr. Björn Cochlovius für die Möglichkeit, 
meine Arbeit in ihrer Arbeitsgruppe am Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) abzu-
schliessen. 
 
...an Herrn Dr. Reinhard Voll (Universität Erlangen) für die Bereitstellung von Proben, die 
Peptidmodulator-Idee, sein Engagement bei der Funktionalitätsprüfung der entwickelten 
Fusionsproteine und eine überaus angenehme Zusammenarbeit. 
 
...an Herrn Prof. Dr. Winfried Wels und Herrn Dr. Christoph Uherek (Chemotherapeutisches 
Forschungszentrum, Frankfurt) für die Bereitstellung von Probenmaterial und viele wert-
volle Anregungen. 
 
...an Frau Dr. Petra Rohrbach für ihre unermüdliche Diskussionsbereitschaft, Expertise am 
Konfokalmikroskop und vor allem auch die fachliche und menschliche Unterstützung wäh-
rend zahlreicher „wissenschaftlicher Kaffeepausen“. 
 
...an Frau Dr. Jana Schlenzka und Frau Alexandra Bähre, meine Laborkollegen am DKFZ für 
eine gute Zeit und hilfreiche Tipps sowie Herrn Dr. Lars Toleikis für zahlreiche freund-
schaftliche Diskussionen. 
 
...an Herrn Dr. Andreas Schmiedl und Frau Iris Queitsch (Progen, Heidelberg) sowie Herrn 
Dr. Joachim Koch (Universität Frankfurt) für ihre Einführung in die Welt der rekombinanten 
Antikörper sowie vielfältige positive Anregungen. 
 
...an Herrn PD Dr. Martin Müller und Frau Petra Galmbacher (Angewandte Tumorvirologie 
des DKFZ Heidelberg) für ihre Unterstützung bei der eukaryontischen Expression rekom-
binanter Proteine. 
 
...und an Sonja für ihre Rücksichtnahme sowie die stete fachliche Unterstützung und persön-
liche Erbauung. 
 
 
Die Danksagung wäre nicht komplett, ohne mich bei meinen Eltern bedankt zu haben. Sie 
unterstützten mich während meiner gesamten Ausbildung und trugen so, wenn auch nur in-
direkt, viel zum Gelingen dieser Arbeit bei. 
   
  Inhalt 
 
 
Inhalt 
 
 
0  Abkürzungen 1
0.1  Allgemeine Abkürzungen 1
0.2  DNA-Basen 4
0.3  Aminosäuren 4
 
1  Zusammenfassung 5
 
2  Einleitung 7
2.1  Das Immunsystem 7
2.2  Antikörper 8
2.3  Rekombinante Antikörper 9
2.4  Beeinflussung intrazellulärer Vorgänge – bisher verwendete Methoden 12
2.5  Ligand Sneaking: ein neuartiges universelles Konzept zur Modulation  
       intrazellulärer Vorgänge 
14
2.5.1  Natürliche Toxine als Vorbild für die Entwicklung von Ligand Sneaking 14
2.5.2  Das Prinzip des Ligand Sneaking 15
2.5.3  Ligand Sneaking zur Behandlung von Entzündungsreaktionen:  
          Modulation  der NF-kappaB-Signalkaskade 
17
2.6  Zielsetzung der Arbeit 19
 
3  Material und Methoden 20
3.1  Material 20
3.1.1  Bakterienstämme 20
3.1.2  Nährmedien zur Kultivierung von Bakterien 21
3.1.3  Antibiotika 22
3.1.4  Säugerzellen 22
3.1.5  Medien und Zusätze zur Kultivierung von Säugerzellen 22
3.1.6  Synthetische Oligonukleotide 23
3.1.6.1  PCR-Primer zur Klonierung von Ligand Sneaking-Konstrukten 23
3.1.6.2  PCR-Primer zur Modifizierung von Ligand Sneaking-Konstrukten 23
3.1.6.3  Sequenzier-Primer 24
3.1.7  Ausgangsvektoren für die Konstruktion von Ligand Sneaking- 
          Fusionsproteinen 
24
3.1.8  Eichstandards 25
 I
   
  Inhalt 
 
3.1.8.1  DNA-Standards 25
3.1.8.2 Proteinstandards 25
3.1.9  Enzyme 25
3.1.9.1  Polymerasen 26
3.1.9.2  Restriktionsendonukleasen 26
3.1.9.3 Sonstige Enzyme 26
3.1.10  Antikörper 26
3.1.11  Antigene 26
3.1.12  Sonstiges 26
3.1.13  Kit-Systeme 27
3.1.14  Chemikalien und Reagenzien 27
3.1.15  Verbrauchsmaterialien 28
3.1.16  Chromatographie 29
3.1.17  Laborausstattung 29
3.1.18  Puffer und Lösungen 32
3.2  Methoden 36
3.2.1  Molekularbiologische Methoden 36
3.2.1.1  Poymerasekettenreaktion (PCR) 36
3.2.1.2  Agarose-Gelelektrophorese 37
3.2.1.3  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 37
3.2.1.4  Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 37
3.2.1.5  Präzipitation von DNA 37
3.2.1.5.1  Präzipitation mit Ethanol 37
3.2.1.5.2  Präzipitation mit Isopropanol 38
3.2.1.5.3  Präzipitation mit Butanol 38
3.2.1.6  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 38
3.2.1.7 Modifikation von Plasmid-DNA 38
3.2.1.7.1  DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 38
3.2.1.7.2  Dephosphorylierung von geschnittenen Vektoren 39
3.2.1.7.3  Phosphorylierung von Oligonukleotiden 39
3.2.1.7.4  Hybridisierung von Oligonukleotiden 39
3.2.1.8  Ligation 39
3.2.1.9  DNA-Sequenzierung 40
3.2.2  Mikrobiologische Methoden 40
3.2.2.1  Herstellung von Glyzerinkulturen 40
3.2.2.2  Herstellung elektrokompetenter Bakterien 40
3.2.2.3  Transformation von Bakterien durch Elektroporation 41
 II
   
  Inhalt 
 
3.2.2.4  Platten-Screen 41
3.2.2.5  Protein-Expression 41
3.2.2.6  Präparation periplasmatischer Extrakte 42
3.2.3  Protein-Biochemische und Immunologische Methoden 42
3.2.3.1  Anreicherung von Antikörper-Fusionsproteinen durch IMAC 42
3.2.3.2  Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC) 43
3.2.3.2.1  Mono-Q-Chromatographie 43
3.2.3.2.2  Gelfiltration 43
3.2.3.2.3  Streptactin/strep-tag II-Chromatographie 43
3.2.3.3  Proteinquantifizierung: BCA Protein Assay 44
3.2.3.4  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 44
3.2.3.5  Western Blot 45
3.2.3.6  ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 45
3.2.3.6.1  Antigen-ELISA 45
3.2.3.6.2  Kompetitions-ELISA 46
3.2.3.7  NF-kappaB-Reporterassay 46
3.2.4  Zellkulturmethoden 47
3.2.4.1  Kultivierung von Säugerzellen 47
3.2.4.2  Passage von adherenten Säugerzellen 47
3.2.4.3  Bestimmung der Zelldichte 47
3.2.4.4  Kultivierung und Infektion von Insektenzellen mit rekombinanten  
             Baculoviren 
47
3.2.4.5  FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter) 48
3.2.4.6  Immunfluoreszenzanalyse (IFA) und Konfokalmikroskopie 48
 
4  Ergebnisse 50
4.1  Ligand Sneaking: Antikörper-Fusionsproteine zur Beeinflussung  
       intrazellulärer Vorgänge 
50
4.1.1  Expressionsstrategie 50
4.1.2  Vektordesign 51
4.1.3  Vektorkonstruktion 52
4.1.3.1  Ligand Sneaking-Grundvektor 52
4.1.3.1.1  pOPE101-His-aTFR-ETAII-KDEL (LS3) 52
4.1.3.2  Ligand Sneaking-Modulator-Fusionsproteine I 53
4.1.3.2.1  pOPE101-His-aTFR-ETAII-[IκBα]Mut-KDEL (LS4a) 53
4.1.3.2.2  pOPE101-His-aTFR-ETAII-[Ikk2](dn)Mut-KDEL (LS4b) 54
4.1.3.2.3  pAcGP67A-LS4a und pAcGP67A-LS4b 54
 
 III
   
  Inhalt 
 
4.1.3.3  Ligand Sneaking-Modulator-Fusionsproteine II: Proteine mit NEMO- 
             Binding Domain (NBD)-Peptid-Modulatoren 
55
4.1.3.3.1  pOPE101-His-aTFR-ETAII-NBD//-KDEL (LS5NBD) 55
4.1.3.3.2  pOPE101-His-aTFR-ETAII-NBD707-756-KDEL (LS6NBD) 55
4.1.3.3.3  pOPE101-His-aTFR-ETAII-NBD644-756-KDEL (LS7NBD) 55
4.1.4  Expression von Ligand Sneaking-Fusionsproteinen 58
4.1.4.1  Expression in E. coli 58
4.1.4.2  Optimierung bakterieller Expressionsausbeuten 60
4.1.5  Alternative Produktionsmethoden 62
4.1.5.1  Refolding 62
4.1.5.2  Expression in Insektenzellen 64
4.1.6  Reinigung von Ligand Sneaking-Fusionsproteinen 65
4.1.7  Antigenbindungsaktivität periplasmatischer Extrakte 66
4.1.8  Spezifische Bindung von Ligand Sneaking-Fusionsproteinen an den  
          humanen Transferrinrezeptor 
68
4.1.9  Transferrinrezeptor-vermittelte Endozytose von Ligand Sneaking- 
            Konstrukten 
70
4.1.10  Intrazelluläre Verteilung von endozytierten Ligand Sneaking- 
             Fusionsproteinen 
72
4.1.11  Aktivität der Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A Translokations- 
            domäne (ETAII) in Ligand Sneaking-Fusionsproteinen  
74
4.1.12  Funktionalität des Modulators in Ligand Sneaking-Fusionsproteinen 75
4.1.13  Generierung eines rekombinanten Antikörperfragmentes gegen ein  
            Nierenzellkarzinom-spezifisches internalisierendes Tumorantigen 
77
4.1.13.1  Klonierung der Antikörpergene aus einer Hybridom-Zellinie 77
4.1.13.2  Vektorkonstruktion 80
4.1.13.3  Expression und Reinigung 82
4.1.13.4  Bestimmung der Ausbeuten 83
4.1.13.5  Bindung an das G250-Antigen 83
 
5  Diskussion 85
5.1  Design der Ligand Sneaking-Fusionsproteine 86
5.2  Funktion der Ligand Sneaking-Fusionsproteine 93
5.3  Ausblick 98
 
6  Anhang 99
6.1  PCR-Primer zur Amplifikation von Maus-Immunglobulin-Genen 99
6.2  PCR-Primer zur Reamplifikation von Maus-Immunglobulin-Genen 100
 
7  Literatur 102
 IV
   
  Inhalt 
 
 
 V
 
  Abkürzungen 
 
0  Abkürzungen 
 
 
0.1  Allgemeine Abkürzungen 
 
AcNPV Autographica californica nuclear polyhedrosis virus 
ADCC  antibody-dependent cellular cytotoxicity 
Amp  Ampicillin 
Antp  Antennapedia  
APS  Ammoniumperoxodisulfat 
AS  Aminosäure(n) 
aTFR  anti-Transferrinrezeptor 
bp  Basenpaar(e) 
BSA  bovine serum albumin (Rinderserumalbumin) 
C  constant (konstant) bzw. carboxy- 
cDNA  complementary desoxyribonucleic acid (komplementäre DNA) 
CD71  cluster of differentiation 71 (Transferrinrezeptor) 
CDR  complementary determining region (komplementaritätsbestimmende Region) 
CH  konstante Region der schweren Antikörper-Kette 
CL  konstrante Region der leichten Antikörper-Kette 
CHO  chinese hamster ovary 
Da  Dalton 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
(dn)  dominant-negativ 
dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphat 
ds  Disulfidbrücken-stabilisiert 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat (Na-Salz) 
ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 
ETA  Exotoxin A aus Pseudomonas aeruginosa 
EtBr  Ethidiumbromid 
EtOH  Ethanol 
Fab  antigenbindendes Fragment 
FACS  fluorescence-activated cell sorter (fluoreszenzmarkierter Zellsortierer) 
Fc  kristallisierbares Antikörperfragment 
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  Abkürzungen 
FCS  fetal calf serum (fötales Rinderserum) 
FITC  Fluoresceinisothiocyanat 
FPLC  fast performance liquid chromatography 
FR  framework region (Gerüstregion) 
Fv  variabler Bereich eines Antikörpers 
g  Gramm 
h  Stunde(n) 
H2OMQ  entionisiertes, hochreines Milli Q-Wasser 
H2OVE  voll entionisiertes Wasser 
HMW  high molecular weight 
HAMA  human anti-mouse antibody 
HRP  horse radish peroxidase (Meerettichperoxidase) 
hTFR  humaner Transferrinrezeptor 
IFA  Immunfluoreszenz-Analyse 
Ig  Immunglobulin 
IκB  NF-κB-spezifischer Inhibitor 
IKK  IκB-spezifische Kinase 
IL  Interleukin 
IMAC  immobilized metal affinity chromatography 
INF-α  Interferon alpha 
IPTG  Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
kb  Kilobase(n) 
Kd  Dissoziationskonstante 
kDa  Kilodalton 
LB  Luria Bertani 
LMW  low molecular weight 
LPS  Lipopolysaccharid 
M  molar, mol/l 
mA  Milliampère 
mAb  monoklonaler Antikörper 
mg  Milligramm 
min  Minute 
ml  Milliliter 
mM  Millimolar, mmol/l 
MM  Molare Masse 
mRNA  messenger RNA 
NBD  NEMO-Binding Domain 
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  Abkürzungen 
NEMO  NF-κB essential modulator 
NF-κB  Transkriptionsfaktor κB (nuclear factor kappa B) 
µg  Mikrogramm 
µl  Mikroliter 
ng  Nanogramm 
nm  Nanometer 
ODx  Optische Dichte bei Wellenlänge x nm 
ORF  open reading frame 
p.a.  per analysis 
PAA  Polyacrylamid 
PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS  phosphate-buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung) 
PCR  polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
PE  Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A 
pelB  Pectatlyase-Signalsequenz von Erwinia carotovora 
PNK  Polynukleotidkinase 
PPP  periplasmic preparation 
RNA  ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
rpm  rotations per minute (Umdrehungen pro Minute) 
RT  Raumtemperatur 
sc  single chain (Einzelketten-) 
SDS  sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat) 
SSW  Säulenspülpuffer 
SWP  Säulenwaschpuffer 
TAE  Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin 
Tf  Transferrin 
TFR  Transferrinrezeptor (CD71-Antigen) 
TMB  3,3’,5,5’-Tetramethylbenzamidin 
TNF  Tumornekrosefaktor 
Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
ÜN  über Nacht 
UV  ultraviolett 
v  Volumen 
v/v  Volumenprozent 
VH  variable Region der schweren Antikörper-Kette 
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  Abkürzungen 
VL  variable Region der leichten Antikörper-Kette 
w  weight (Gewicht) 
w/v  Gewichtsprozent bezogen auf das Volumen 
 
 
0.2  DNA-Basen 
 
A  Adenin 
C  Cytosin 
G  Guanin 
T  Thymin 
 
 
0.3  Aminosäuren 
 
A  Alanin   Ala 
C  Cystein  Cys 
D  Asparaginsäure Asp 
E  Glutaminsäure Glu 
F  Phenylalanin  Phe 
G  Glycin   Gly 
H  Histidin  His 
I  Isoleucin  Ile 
K  Lysin   Lys 
L  Leucin   Leu 
M  Methionin  Met 
N  Asparagin  Asn 
P  Prolin   Pro 
Q  Glutamin  Gln 
R  Arginin   Arg 
S  Serin   Ser 
T  Threonin  Thr 
V  Valin   Val 
W  Tryptophan  Trp 
Y  Tyrosin  Tyr 
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  Zusammenfassung 
 
1  Zusammenfassung 
 
Verfahren zur gezielten Beeinflussung intrazellulärer Vorgänge sind heute hauptsächlich auf 
rekombinante genetische Methoden beschränkt. Diese sind jedoch mit zahlreichen Limitierungen 
verbunden. Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte daher eine neue Klasse von makromolekularen 
Modulatoren mit therapeutischem Potential entwickelt werden. Diese Modulatoren sollten zum 
einen die Fähigkeit besitzen, spezifisch an ihre Zielzellen zu binden, andererseits aber auch 
effektiv an ihren intrazellulären Wirkort gelangen können. Erreicht wurde dies durch die Generie-
rung modularer Multidomänenproteine, welche sämtliche für ein effizientes intrazelluläres 
Targeting erforderlichen Funktionen in einer einzigen Polypeptidkette vereinigen. Das als „Ligand 
Sneaking“ bezeichnete Verfahren wurde modellhaft für die Interaktion mit Schlüsselstellen der 
NF-kappaB-Signalkaskade entwickelt. Ein anti-Transferrinrezeptor single chain Antikörper-
fragment (aTFR-scFv) diente dabei der Zielzellerkennung und Internalisierung der Fusions-
proteine. Für die Translokation in das Cytoplasma wurde die Endosomen-escape-Domäne des 
Exotoxins A aus dem Bakterium Pseudomonas aeruginosa verwendet. Verschiedene Peptid-
liganden kamen als spezifische Modulatoren für die Interaktion mit der NF-kappaB-Signalkaskade 
zum Einsatz.  
Die einzelnen funktionellen Domänen wurden mittels PCR amplifiziert und in den Vektoren 
pOPE101 bzw. pHOG21 kombiniert. Nach der Expression in E. coli und der affinitäts-
chromatographischen Aufreinigung aus periplasmatischen Extrakten konnte die Identität der 
Fusionsproteine im Western Blot bestätigt werden. In einer ELISA-Bindungsstudie wurde die 
spezifische Bindung an den Transferrinrezeptor belegt. Mit Hilfe konfokalmikroskopischer Ana-
lysen konnte ausserdem gezeigt werden, dass Ligand Sneaking-Fusionsproteine über rezeptor-
vermittelte Endozytose von ihren Zielzellen aufgenommen wurden. Die intrazelluläre Verteilung 
der Proteine wurde in verschiedenen Kolokalisationsexperimenten untersucht. Dabei konnte 
nachgewiesen werden, dass die interne Translokationsdomäne aus Pseudomonas im Kontext 
der Fusionsproteine funktionell ist und den Übertritt der Modulatoren in das Cytoplasma 
vermittelt. Mit Hilfe eines NF-kappaB-Reporter Assays konnte das NF-kappaB-inhibierende 
Potential der dargestellten Fusionsproteine demonstriert werden.  
Für einen potentiellen Austausch des Targeting-Antikörpers wurde zusätzlich ein scFv-Fragment 
gegen das Nierenzellkarzinom-spezifische G250-Tumorantigen aus einer Hybridomzellinie isoliert 
und charakterisiert. Dieses Antigen wird nach Ligandenbindung internalisiert und stellt somit ein 
geeignetes Zielmolekül für die Behandlung von Nierenzellkarzinomen im Rahmen eines Ligand 
Sneaking-Ansatzes dar. 
 
Durch seine Universalität bietet das Ligand Sneaking-Prinzip die Chance zur Entwicklung einer 
völlig neuen Klasse von Therapeutika, die durch ihre hochspezifische Wirkungsweise eine neue 
Dimension pharmakologischer Selektivität erreichen. 
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  Summary 
 
Summary 
 
The ability to specifically modulate intracellular processes is largely limited to recombinant 
genetic approaches. This study describes the development of a novel class of 
macromolecular modulators with therapeutic potential. These molecules should specifically 
bind to their target cells and be effectively delivered to their intracellular place of action. This 
task was accomplished by generating modular fusion proteins, which combine all functions 
required for an efficient intracellular targeting in a single polypetide chain. The principle, 
termed Ligand Sneaking, was developed as a model concept for interaction with key sites of 
the NF-kappaB signal cascade. An anti-transferrin receptor single chain Fv (aTFR-scFv) 
antibody fragment was used for specific cell targeting and internalization of the fusion 
proteins. Translocation to the cytosol was mediated by introducing the Pseudomonas 
aeruginosa exotoxin A endosome escape domain into the fusion proteins. Several different 
peptide ligands were employed for the interaction with the NF-kappaB signal cascade. 
All functional domains were PCR-amplified and combined in the expression vectors 
pOPE101 and pHOG21. After production in E. coli and purification from periplasmic extracts, 
the identity of the proteins could be confirmed by western blotting. Specific binding to the 
transferrin receptor antigen was observed in a competitive ELISA binding assay. Uptake of 
the Ligand Sneaking fusion proteins by receptor-mediated endocytosis could be seen with 
confocal microscopy. Intracellular localization of the proteins was assessed by colocalization 
experiments with the natural TFR ligand transferrin. Furthermore, functionality of the internal 
Pseudomonas translocation domain as well as translocation of the modulator into the cytosol 
was observed. Based on transfection experiments with a NF-kappaB luciferase reporter, the 
NF-kappaB inhibiting potential of Ligand Sneaking fusion proteins could be demonstrated. 
For the potential replacement of the targeting antibody fragment, a scFv antibody directed 
against the renal cell carcinoma-specific G250 tumor antigen was isolated from a hybridoma 
cell line and functionally characterized. Since this antigen is known to internalize, it could be 
used as a target for the treatment of renal cell carcinomas based on the Ligand Sneaking 
method. 
 
Through its universality, Ligand Sneaking offers the chance for the development of a novel 
class of protein-based therapeutics, thereby reaching a new dimension of pharmacological 
selectivity. 
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  Einleitung  
 
2  Einleitung 
 
2.1  Das Immunsystem 
 
Das Immunsystem der Vertebraten ist ein umfangreiches Verbundsystem von Molekülen und 
Zellen, das einem einzigen Zweck dient - der Unterscheidung zwischen „Selbst“ und „Nicht-
Selbst“. Seine vorrangige Aufgabe besteht darin, Wirbeltiere vor krankheitserregenden 
Mikroorganismen wie Bakterien, Viren und Parasiten zu schützen. Ständig überprüft es un-
zählige molekulare Einheiten, um zu entscheiden, welche davon fremd sind, und ihre Zerstö-
rung einzuleiten. Das Immunsystem benutzt zwei verschiedene, jedoch miteinander kommu-
nizierende Wege. Bei der zellulären Immunantwort erkennen und zerstören spezifische 
Effektorzellen (T-Lymphozyten) Zellen, welche an ihrer Oberfläche fremde Strukturen dar-
bieten. Das Erkennungssystem der humoralen Immunantwort hingegen besteht aus löslichen 
Proteinen, den Antikörpern oder Immunglobulinen. Diese hochspezifischen Bindemoleküle 
markieren Fremdstoffe (Antigene) für das restliche Immunsystem und leiten so ihre Zerstö-
rung durch Phagozytose oder Lyse durch das Komplementsystem ein. Sowohl das Komple-
mentsystem als auch Phagozyten können selbst keine Antigene erkennen und sind somit in 
ihrer Funktion auf die Markierungsarbeit durch Antikörper angewiesen. Sie können in den 
Körper eingedrungene Parasiten aber auch als Folge ihrer Bindung einfach neutralisieren 
und somit in ihrer Wirkung unschädlich machen. Im Gegensatz zur angeborenen Immunität 
werden Antikörper nur als Reaktion auf eine spezifische Infektion gebildet. Man spricht daher 
auch von einer erworbenen oder adaptiven Immunantwort. Diese führt zu einer dauerhaften 
Immunität gegen den Erreger, der sie ausgelöst hat. 
Immunglobuline werden von Plasmazellen sezerniert, die sich nach Kontakt mit einem Anti-
gen aus B-Lymphozyten gebildet haben. Ein Teil der B-Lymphozyten differenziert sich je-
doch nicht zu Plasmazellen, sondern wandert in die Keimzentren der lymphatischen Gewebe 
ein, in denen ein Prozess stattfindet, der als Affinitätsreifung bezeichnet wird. Hier wird die 
Bindungsstärke der primär zum Antigen gebildeten Antikörper optimiert und es werden Ge-
dächtniszellen gebildet, die bei erneutem Antigenkontakt eine schnellere und effektivere Im-
munantwort ermöglichen. 
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2.2  Antikörper 
Antikörper sind bifunktionelle Moleküle. Sie verbinden einen antigenbindenden Teil mit einem 
Effektoranteil in einem Molekül. Die Aufgaben dieser Bereiche bestehen in der spezifischen 
Erkennung und Bindung von Antigenen und der Einleitung ihrer Zerstörung mit Hilfe der 
Effektorfunktionen (Abb. 1).  
 
Abb. 1: Schematische Darstellung eines IgG-Antikörpers  
Abkürzungen: VH: variable Domäne der schweren Kette; VL: variable Domäne der leichten Kette; CH1-
CH3: konstante Domänen der schweren Kette; CL: konstante Domäne der leichten Kette; S-S: Disul-
fidbrücke;  Fv: variables Fragment; Fab: antigenbindendes Fragment; Fc: konstantes Fragment (kri-
stallisierbares Fragment). 
 
B-Lymphozyten sind in der Lage, fünf verschiedene Klassen (Isotypen) von Antikörpern zu 
produzieren, die als IgG, IgA, IgM, IgD und IgE bezeichnet werden und unterschiedliche 
Effektorfunktionen vermitteln. Die Immunglobuline M und D erscheinen nach Auftreten eines 
Antigens im Rahmen einer Primärantwort als erste im Blutserum, während IgG, IgA, und IgE 
sekundär infolge einer klonalen Selektion nach Antigenkontakt gebildet werden. Im Laufe 
einer Immunantwort kann der Isotyp eines Antikörperklons aber auch wechseln, um eine 
bestimmte Antigenspezifität mit einer neuen Effektorfunktion zu verknüpfen. Antikörper be-
stehen aus einer von zwei Arten leichter Ketten (kappa (κ) oder lambda (λ)), die sich in ihrem 
konstanten Teil (CL) unterscheiden sowie einer von fünf Arten von schweren Ketten, welche 
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die Zugehörigkeit zu einer bestimmten Antikörperklasse definiert (IgG (γ), IgA (α), IgM (µ), 
IgD (δ), IgE (ε)). 
Immunglobuline der Klasse IgG sind mit ca. 80 % der im humanen Serum enthaltenen Anti-
körper die häufigste Immunglobulinklasse. Sie bestehen aus zwei identischen leichten, und 
zwei identischen schweren Polypeptidketten, die zu einer Y-förmigen Antikörperstruktur zu-
sammengesetzt sind. Die konstanten Regionen der leichten Kette (CL) sind über Disulfid-
brücken kovalent mit den konstanten Regionen der schweren Ketten (CH1) verbunden. Die 
schweren Ketten wiederum sind in der sog. hinge-Region ebenfalls über Disulfidbrücken 
flexibel miteinander verbunden, so dass insgesamt ein Diheterotetramer mit zwei identischen 
Antigenbindungsstellen entsteht (Abb. 1). Die Bindungsstellen selbst bestehen aus je drei 
hypervariablen Domänen (CDRs, complementary determining regions) der variablen leichten 
(VL) und der variablen schweren (VH) Antikörperketten. Zwischen diesen CDRs liegen sog. 
framework-Regionen, die die Grundstruktur definieren. Die Spezifität der Antigenerkennung 
wird durch die Aminosäuresequenz der CDRs und der daraus resultierenden räumlichen 
Struktur der Bindungstasche erreicht (Bentley et al., 1990; Padlan et al., 1994). Durch ein 
breites Keimbahnrepertoire von Antikörper-Gensequenzen, verbunden mit somatischen Re-
kombinations- und Mutationsereignissen ist die Natur in der Lage, eine Vielfalt von min-
destens 108 unterschiedlichen Antigenbindungsspezifitäten zu erzeugen; genug, um nahezu 
jede beliebige Fremdstruktur zu erkennen.  
Die konstanten Regionen CH2 und CH3 der schweren Ketten enthalten Effektordomänen für 
die Bindung des Komplementproteins C1q sowie für die Bindung von Fc-Rezeptoren auf der 
Oberfläche von phagozytotischen Zellen (Phagozyten, natürliche Killerzellen und cyto-
toxische T-Lymphozyten). Die Komplementbindung ist eine der wichtigsten Effektor-
funktionen von Antikörpern. Das Komplementsystem erzeugt Löcher in der Plasmamembran 
von Mikroorganismen und infizierten Zellen und lysiert diese dadurch. Mehr als 15 lösliche 
Plasmaproteine sind an dieser streng regulierten Kaskade beteiligt. 
 
 
2.3  Rekombinante Antikörper 
 
Aufgrund ihrer spezifischen Bindungseigenschaften und hohen Stabilität haben Antikörper 
seit Jahrzehnten eine große Bedeutung für die Forschung und Diagnose. Seit den Arbeiten 
von Behring und Kitasato vor mehr als einhundert Jahren ist bekannt, dass spezifische Bin-
demoleküle aus dem Blut immunisierter Versuchstiere gewonnen werden können (Behring 
und Kitasato, 1890). Da die so gewonnenen Antiseren aber immer ein Gemisch verschiede-
ner Antikörper unterschiedlicher Spezifität enthalten (polyklonale Antikörper), sind sie für 
viele Anwendungen nur bedingt geeignet. Ein großer Durchbruch auf dem Gebiet der Anti-
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körperherstellung gelang Georges Köhler und César Milstein in den siebziger Jahren des 
letzten Jahrhunderts mit der Entwicklung der sog. Hybridomtechnologie. Mit dieser Methode 
wurde es zum ersten Mal möglich, Antikörper mit einer einzigen, definierten Spezifität herzu-
stellen (monoklonale Antikörper; Köhler und Milstein, 1975). Mit Hilfe dieser Technik konnten 
monoklonale Antikörper gegen eine Vielzahl von Antigenen gewonnen werden. Aufgrund 
ihres murinen Ursprungs rufen diese Antikörper bei der Anwendung im Menschen jedoch 
eine Immunantwort hervor (HAMA, human anti-mouse antibody), so dass sie vorwiegend für 
diagnostische und nur bedingt für therapeutische Zwecke eingesetzt werden können. Andere 
Ansätze beschäftigten sich mit der Herstellung von Antikörpern für die Humantherapie. So 
gelang es unter Verwendung der Hybridomtechnologie erstmals, humane, therapeutisch ein-
setzbare monoklonale Antikörper aus dem Serum immunisierter menschlicher Spender zu 
gewinnen (Carson und Freimark, 1986). Seigneurin und Kollegen konnten zeigen, dass die 
Herstellung humaner monoklonaler Antikörper auch durch Ebstein Barr Virus (EBV)-vermit-
telte Immortalisierung von B-Lymphozyten möglich ist (Seigneurin et al., 1983). All diese 
Methoden sind jedoch durch eine Reihe von Faktoren limitiert, wie etwa die Instabilität der 
verwendeten Zellinien, geringe Antikörper-Ausbeuten aus Hybridom-Zellkulturüberständen, 
ethische Grenzen bei der Immunisierung von Menschen und nicht zuletzt die Einschränkung 
auf nicht-letale bzw. nicht-toxische Antigene. 
Mit Hilfe der rekombinanten Antikörpertechnologie wurde im vergangenen Jahrzehnt ein 
neuer, auf gentechnologischen Methoden fußender Weg zur Herstellung monoklonaler Anti-
körper eröffnet, der viele Limitierungen der mittels hybridomtechnologischer Methoden ge-
wonnenen Antikörper überwindet. Dabei werden die Antikörper nicht mehr in einem Ver-
suchstier oder im menschlichen Organismus erzeugt, sondern in vitro in Bakterien oder Zell-
kulturen (heterologe Expression). Im Mittelpunkt steht dabei meist der antigenbindende Teil 
des Antikörpers, wobei man zugunsten höherer Ausbeuten zumeist auf den Rest des Anti-
körpermoleküls verzichtet.  
Die kleinste antigenbindende Einheit eines Antikörpers ist das Fv-Fragment, das sich aus der 
variablen schweren (VH) und variablen leichten (VL) Antikörperkette zusammensetzt. Die bei-
den Ketten werden zur Erhöhung der Stabilität und homogenen Expression häufig mit einem 
Peptidlinker verbunden und zu sog. single chain-Fv- (scFv)-Fragmenten umgerüstet. Hierauf 
aufbauend kann eine Vielzahl multivalenter, hochaffiner Moleküle mit optimierten pharmako-
kinetischen Eigenschaften generiert werden. Einige rekombinante Antikörperfragmente und  
-Fusionsproteine, die auf der Basis eines Fv-Fragmentes hergestellt werden können, sind in 
Abb. 2 dargestellt. 
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Fv-Fragment
scFv-Fragment
diabody
tetrabody
bispezifischer
single -chain diabody
scFv-Streptavidin
Fusionsprotein
IgG-scFv 2-
Fusionsprotein
bispezifischer
Tandem-
diabody
 
Abb. 2: Beispielhafte Darstellung rekombinanter Antikörperfragmente und -Fusionsproteine, 
wie sie auf der Basis eines Fv-Fragmentes generiert werden können. 
Abkürzungen: VH: variable Domäne der schweren Kette; VL: variable Domäne der leichten Kette; CH1-
CH3: konstante Domänen der schweren Kette; CL: konstante Domäne der leichten Kette; linker-Pep-
tide sind in grau dargestellt. Häufig werden rekombinante Antikörper mit tags ausgestattet, um ihre 
biochemischen Eigenschaften zu erweitern. 
 
Das Potential rekombinanter Antikörper ist vielfältig. Besonders die bakterielle Expression ist 
in ihrer Schnelligkeit und Handhabung unübertroffen und gestattet zudem durch die weit 
entwickelte Technologie der E. coli-Genetik relativ einfach Manipulationen auf genetischer 
Ebene. So wurde die Herstellung chimärer Maus-Mensch-, humanisierter und vollständig 
humaner Antikörperfragmente im Reagenzglas möglich. Methoden der modernen Molekular-
biologie und Kombinatorik machen es mittlerweile möglich, aus hochkomplexen Antikörper-
Genbibliotheken in E. coli mit Hilfe der Phage Display-Methode vollständig humane Antikör-
per gegen nahezu jedes beliebige Antigen zu selektieren, darunter hochtoxische und patho-
gene. Durch ihre geringere Größe zeigen rekombinante Antikörperfragmente im Vergleich zu 
natürlichen Immunglobulinen eine homogenere Bioverteilung und bessere Gewebegängig-
keit, was sie zu interessanten Kanditaten für den Einsatz in der Krebsdiagnostik und -thera-
pie macht. Schliesslich können definierte Fusionen an beliebige Komponenten wie Radio-
isotope, Enzyme oder Toxine vorgenommen, bispezifische Antikörper hergestellt, oder die 
Spezifität und Affinität von Antikörpern durch genetische Manipulation verändert werden. So 
entstehen massgeschneiderte Antikörper für Forschung, Diagnostik und Therapie mit erwei-
terten, neuartigen Funktionen, die natürliche Antikörper nicht besitzen (Breitling und Dübel, 
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1997). Besonders deutlich werden diese Fortschritte bei der Therapeutika-Entwicklung sicht-
bar: hier stellen Antikörper und deren rekombinante Verwandte mittlerweile mehr als 30 % 
aller Proteine, die sich in der klinischen Erprobungsphase befinden (Todorovska, 2001), und 
mit einem Weltmarktpotential von rund 30 Milliarden US $ für das Jahr 2003 besitzen Bio-
pharmazeutika - und hier insbesondere Antikörper - einen stark wachsenden Stellenwert im 
Bereich der Immundiagnostika und -therapeutika. 
 
 
2.4.  Beeinflussung intrazellulärer Vorgänge – bisher verwendete Methoden 
 
Eine durchschnittliche Eukaryontenzelle enthält mehrere 10000 Proteine, die an intrazellu-
lärer Signaltransduktion, Regulation der Transkription, Zell-Zell-Kommunikation und intra-
zellulärem Transport teilnehmen. Die funktionelle Analyse dieser Vorgänge im Kontext der 
lebenden Zelle wie auch Bemühungen, in diese Vorgänge modulierend einzugreifen, werden 
vor allem dadurch behindert, dass hochspezifische Bindemoleküle (in der Regel Antikörper) 
die Plasmamembran nicht durchdringen können. Für entsprechende Untersuchungen wur-
den deshalb Verfahren wie Mikroinjektion oder die Verwendung Poren-formender Substan-
zen eingesetzt (Wang et al., 1982; Lakey et al., 1994; Lazdunski, 1995), die für die Zelle je-
doch eine aussergewöhnliche Belastung mit sich bringen. Daher wurden genetische Metho-
den entwickelt, um das komplexe Funktionsgefüge intrazellulärer Proteine zu untersuchen. 
Dies sind vor allem genetische knockouts und antisense-RNA-Expression. Genetische 
knockouts sind aufwändig in ihrer Herstellung, da sie in der Regel erst bei homozygoten Tie-
ren signifikante Effekte zeigen. In Zellkulturen sind sie zudem kaum zu verwirklichen. Der 
Einsatz von antisense-RNA wird oft durch Nebeneffekte der dafür erforderlichen starken 
Überexpression behindert und erfordert zudem genaue Kenntnisse über das Expressions-
muster der entsprechenden Zielgene (Nelson et al., 2003). Mit der Entwicklung der RNA-
Interferenz-Technologie (RNAi) steht seit kurzem eine weitere vielversprechende gene 
silencing-Methode zur Verfügung. Allerdings bereiten hier vor allem die niedrigen Trans-
fektionseffizienzen noch große Probleme. Für eine therapeutische Anwendung kommt hinzu, 
dass bis heute keine geeigneten Methoden verfügbar sind, RNA-Effektoren zielgerichtet in 
Körperzellen einzuschleusen (Kittler und Buchholz, 2003; Jarvis und King, 2004). Ansätze 
mit viralen und nicht-viralen gene delivery-Vektoren haben zwar in den letzten Jahren viel-
versprechendes Potential gezeigt, doch ist eine anhaltende und regulierte Expression des 
Transgens nach wie vor schwierig zu bewerkstelligen. Fehlende Zelltypspezifität, Beschrän-
kungen in der Größe der inkorporierten DNA und im Falle der viralen Vektoren Sicherheits-
bedenken wegen der noch vorhandenen viralen Gensequenzen stellen zusätzliche Limitie-
rungen dar. 
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Neuere Studien zeigen, dass bestimmte Peptidsequenzen, sogenannte Proteintrans-
duktionsdomänen (PTDs) in der Lage sind, von aussen in Zielzellen einzudringen. Die drei 
am besten untersuchten PTDs entstammen dem homeotischen Antennapedia-Komplex 
(Antp) aus Drosophila melanogaster, dem Herpes simplex-Strukturprotein VP22 und dem 
HIV-1-Transkriptionsaktivator Tat (Fischer et al., 2001). Durch Kopplung diverser Cargos wie 
DNA, radioaktiver Isotope, Liposomen, Peptide, oder ganzer Proteine an PTDs können auch 
diese Moleküle die Plasmamembran passieren. Allerdings ist die chemische Kopplung von 
PTD und Cargo oft schwierig, die Transfektionseffizienz nimmt mit zunehmender Größe des 
Cargo-Moleküls ab und der Transport erfolgt vollkommen ungerichtet (Wadia und Dowdy, 
2002; Lindsay, 2002). Auch über den genauen Aufnahmemechanismus derartiger Molekül-
konjugate in die Zelle ist nur wenig bekannt. 
Einen interessantes und vielseitiges System für den Wirkstofftransport auf nicht-viraler Basis 
stellt auch die Entwicklung kolloidaler Transportvesikel in Form von Liposomen und bioadhä-
siven Mikrosphären dar. Eine Vielzahl von Molekülen wie Chemotherapeutika, DNA, RNA 
aber auch Peptide und Proteine können in diese Vesikel inkorporiert werden (Crommelin et 
al., 2003; Vasir et al., 2003). Durch Kopplung an Antikörper können Liposomen sogar zu 
zielgericheten Transportvesikeln („Immunliposomen“) aufgebaut werden und Wirkstoffe spe-
zifisch an ein Gewebe oder eine Zielzelle heranführen. So gelang es beispielsweise, Makro-
phagen mit immunmodulierenden Agentien zu stimulieren, um ihre antivirale und antitumo-
rale Aktivität zu steigern (Schiffelers et al., 2001; Mastrobattista et al., 2002a). Ein großes 
Problem bei der Verwendung Polymer-basierter drug delivery-Systeme ist allerdings der 
häufig ineffiziente Übertritt der eingeschlossenen Wirkstoffe ins Cytoplasma, was ihre Ein-
satzmöglichkeit als Therapeutikum stark einschränkt. Bei Immunliposomen konnte hier durch 
die Verwendung eines pH-abhängigen fusogenen Peptides zwar ein erster Fortschritt erzielt 
werden (Mastrobattista et al., 2002b), jedoch wirken Faktoren wie begrenzte Stabilität, 
Stöchiometrie der inkorporierten Wirkstoffe, Biodegradierbarkeit der Polymerhülle und poten-
tielle Immunogenität zusätzlich limitierend (Crommelin et al., 2003).  
Mit dem im folgenden vorgestellten Konzept soll eine neue Strategie entwickelt werden, die 
es ermöglicht, Makro-Modulatoren hochspezifisch in Zielzellen einzuschleusen, gerichtet in 
intrazelluläre Vorgänge einzugreifen und gleichzeitig die meisten der dargestellten Limitie-
rungen bisher verwendeter Methoden zu umgehen. 
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2.5.  Ligand Sneaking: ein neuartiges universelles Konzept zu Modulation 
intrazellulärer Vorgänge 
 
Ziel des Ligand Sneaking-Projekts ist die Entwicklung einer neuen Klasse von Immun-
Modulatoren mit therapeutischem Potential. Hierfür sollen Proteine bzw. Peptide als intra-
zelluläre Modulatoren entwickelt werden. Ligand Sneaking soll es diesen Molekülen ermögli-
chen, ihre Zielzellen von aussen über den Extrazellularraum zu erreichen. Des weiteren sol-
len die Modulatoren effektiv an ihren Wirkort im Cytoplasma gelangen können. 
 
 
2.5.1  Natürliche Toxine als Vorbild für die Entwicklung von Ligand Sneaking 
 
Einen interessanten Ansatzpunkt für die Verwirklichung von Ligand Sneaking stellt die Wir-
kungsweise natürlicher Toxin-Proteine dar. Auch diese müssen, um effektiv zu wirken, in das 
Zellinnere gelangen. Eine wichtige Voraussetztung für die Giftwirkung von Toxinen ist aber 
auch, dass der katalytische Teil, der für die eigentliche Toxizität verantwortlich ist, in das 
Cytoplasma gelangt. Erreicht wird dies bei den meisten Toxinen durch ihre modulare Bau-
weise: eine Domäne des Toxins bindet an einen Rezeptor an der Aussenseite der Zelle und 
hilft bei der Überwindung der Plasmamembran, ein anderer Teil vermittelt den Übertritt aus 
Vesikeln des endozytotischen Transportes ins Cytoplasma. Der dritte Teil schliesslich  bein-
haltet die katalytische Aktivität. Beispiele hierfür sind das pflanzliche Toxin Ricin und eine 
Vielzahl bakterieller Toxine wie das Diphterietoxin, Choleratoxin, Shiga-Toxin, oder 
Pseudomonas-Exotoxin. Das Potential natürlicher Toxine, effizient ins Zellinnere zu gelan-
gen, macht man sich auch bei der Konstruktion von Immuntoxinen zunutze. Um das natür-
liche Wirtszellspektrum zu eliminieren, wird die zellbindende Domäne des Toxins dabei 
durch einen Antikörper ersetzt. Ist dieser beispielsweise gegen einen internalisierenden Re-
zeptor auf einer Tumorzelle gerichtet, kann das Immuntoxin Krebszellen mit Hilfe seines An-
tikörperteils selektiv aufspüren, um sie anschliessend durch die Toxinwirkung abzutöten. 
Dadurch wird gesundes Gewebe geschont und es sind deutlich weniger Nebenwirkungen zu 
erwarten als mit den heute üblichen Standardmethoden der Chemo- und Strahlentherapie.  
Eine vielversprechende Weiterentwicklung auf der Basis natürlicher Toxine ist die Entwick-
lung von Fusionsproteinen, die mehrere kooperierende Funktionen in einer einzigen Poly-
peptidkette vereinen. Auch sie sind aus einzelnen Modulen (Domänen) aufgebaut, wobei 
jede dieser Domänen für eine distinkte Funktion zuständig ist. Im Gegensatz zu beispiels-
weise chemischen Konjugaten können solche Fusionsproteine in geeigneten Expressions-
systemen in ihrer Endform produziert werden und die resultierenden Produkte sind generell 
homogen in ihrer Zusammensetzung. Eine ganze Reihe solcher chimären Fusionsproteine 
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zur Zielzell-spezifischen DNA-Anlieferung auf nicht-viraler Basis wurde anhand des modu-
laren Aufbaus des Diphterietoxins (Uherek et al., 1998) und des Pseudomonas-Exotoxins A 
beschrieben (Fominaya und Wels, 1996; Fominaya et al., 1998; Uherek und Wels, 2000; 
Erlwein et al., 2002).  
Verschiedene Schlüsselbefunde aus den dargestellten Bereichen sollen für die Verwirkli-
chung des Ligand Sneaking-Konzeptes eingesetzt werden und werden im Rahmen dieser 
Doktorarbeit erstmals kombiniert. 
 
 
2.5.2  Das Prinzip des Ligand Sneaking 
 
Drei Haupteigenschaften sollen durch Ligand Sneaking gewährleistet werden und in ihrer 
Summe die Funktionsweise des Konzepts ermöglichen. Erreicht werden soll dies durch eine 
modulare Bauweise aus drei funktionellen Domänen, welche (I) extrazelluläres und (II) intra-
zelluläres Targeting gewährleisten und auf diese Weise (III) therapeutische Liganden (Mo-
dulatoren) gezielt von aussen an ihren cytoplasmatischen Wirkort bringen sollen (Abb 3). 
Therapeutischer Ligand
(Modulator)
Antikörper-Anteil
Spezifische Bindung
& Endozytose
Mediator
Rezeptor
Endosom
Endosomen
escape
Cytoplasma
Blockade
Signal-
Transduktion
Genom
Extrazelluläres Targeting: gewebespezifische Anlieferung
Intrazelluläres Targeting:
bringt Modulator ins richtige
Zellkompartiment
Modulatoren mit hoher Spezifität für ein
Molekül einer intrazellulären
Signalkaskade
Ligand Sneaking-
Konstrukt
Intrazelluläre
  Signalkaskade
 
 
Abb. 3: Das Prinzip des Ligand Sneaking. 
Nach Bindung an die Zielzelle wird das Ligand Sneaking-Konstrukt über den natürlichen Mechanis-
mus der rezeptorvermittelten Endozytose in die Zelle aufgenommen. Eine Endosom-escape-Funktion 
vermittelt anschliessend den Übertritt des therapeutischen Liganden (Modulator) ins Cytoplasma, wo 
dieser spezifisch mit einem intrazellulären Zielmolekül interagiert. 
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(1) Extrazelluläres Targeting 
 
Um Ligand Sneaking-Konstrukte gerichtet an eine Zielzellpopulation heranführen zu können, 
soll eine der funktionellen Domänen aus einem Antikörper bestehen, der gegen einen inter-
nalisierenden Oberflächenrezeptor gerichtet ist. Analog zur molekularen Organisation des 
Pseudomonas Exotoxin A soll diese Bindedomäne in Ligand Sneaking-Fusionsproteinen N-
terminal lokalisiert sein. Beispielhaft wurde hierfür ein scFv-Antikörperfragment gegen den 
humanen Transferrinrezeptor (CD71) gewählt. Dieser wird von vielen malignen Zellinien 
überexprimiert und nach Liganden-Bindung sehr effizient über den natürlichen Mechanismus 
der rezeptorvermittelten Endozytose internalisiert. Dies soll für die spezifische Aufnahme von 
Ligand Sneaking-Konstrukten ausgenutzt werden. Es muss gezeigt werden, ob dabei die 
Funktion der Konstrukte erhalten bleibt. 
 
(2) Intrazelluläres Targeting 
 
Nach erfolgreicher Aufnahme von Ligand Sneaking-Fusionsproteinen in die Zielzellen soll ein 
effizienter Übertritt der endozytierten Liganden aus den Vesikeln des retrograden Transpor-
tes ins Cytoplasma stattfinden können. Insbesondere soll dabei der Transport in lysosomale 
Kompartimente mit nachfolgender Degradierung der Modulatoren vermieden werden. Er-
reicht werden soll dies durch die Integrierung eines Endosome-escape-Signals in Form der 
Translokationsdomäne II aus Pseudomonas Exotoxin A (ETAII), welche im nativen Toxin den 
Übertritt der katalytisch aktiven Komponente ins Cytoplasma vermittelt (Taupiac et al., 1996; 
Erlwein et al., 2002). Zusätzlich hat sich gezeigt, dass ein C-terminales Retentionssignal für 
das Endoplasmatische Reticulum im Falle des Wildtyp-Exotoxins für einen effizienten Über-
tritt der katalytisch aktiven Toxinkomponente ins Cytoplasma vorteilhaft ist (W. Wels, persön-
liche Kommunikation). Aus diesem Grund ist auch in Ligand Sneaking-Fusionsproteinen eine 
synthetische KDEL-Sequenz enthalten. 
  
(3) Modulatoren 
 
Um zu überprüfen, ob Ligand Sneaking-Konstrukte nach erfolgreichem Heranführen an eine 
Zielzellpopulation, der spezifischen Aufnahme durch rezeptorvermittelte Endozytose und 
Übertritt ins Cytoplasma noch funktionell aktiv sind, sollen verschiedene Effektordomänen 
(Modulatoren) gegen intrazelluläre Zielstrukturen entwickelt werden. Hierzu soll ein System 
etabliert werden, das diese Kontrollfunktion gestattet. Als besonders attraktiv haben sich 
dabei Schlüsselstellen der NF-kappaB- (NF-κB-) Signalkaskade erwiesen, für die das Ver-
fahren des Ligand Sneaking modellhaft entwickelt werden soll. 
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2.5.3  Ligand Sneaking zur Behandlung von Entzündungsreaktionen: Modulation der 
NF-kappaB-Signalkaskade 
 
Die NF-κB-Kaskade nimmt eine zentrale Rolle bei der Regulation von Entzündungs-
reaktionen ein. Die Aktivierung erfolgt über proinflammatorische Cytokine wie TNFα, IL-1 und 
IL-6, aber auch eine Reihe weiterer Faktoren wie bakterielle Zellwandbestandteile (LPS), 
doppelsträngige RNA oder ionisierende Strahlung können beteiligt sein. Unter normalen Be-
dingungen wird der Transkriptionsfaktor NF-κB durch die Bindung an seinen Inhibitor IκB im 
Cytosol zurückgehalten. Während einer Entzündung führen extrazelluläre  Stimuli zur Akti-
vierung eines spezifischen IκB-Kinase- (IKK-) Komplexes, wodurch IκB phosphoryliert, 
ubiquitiniert und schliesslich degradiert wird. Die Degradierung von IκB erlaubt NF-κB die 
Translokation in den Zellkern, wo der Faktor die Transkription proinflammatorischer Zielgene 
einleitet und letztlich eine Immunantwort auslöst (D’Acquisto et al., 2002; Abb. 4). Der IKK-
Komplex nimmt bei der NF-κB Aktivierung eine Schlüsselstellung ein und war in den letzten 
Jahren Gegenstand intensiver Forschungen. Der Komplex besteht aus drei Kerneinheiten: 
IKKα und IKKβ (auch als IKK1 und IKK2 bezeichnet) besitzen funktionelle Kinasedomänen 
und können IκB an spezifischen N-terminalen Serinresten phosphorylieren und so seine 
Ubiquitinierung einleiten. Im Gegensatz dazu besitzt die dritte Einheit, NEMO (NF-κB 
essential modulator, auch IKK3, IKKγ oder IKKAP) keine katalytische Aktivität, sondern fun-
giert als zentraler Regulator der IKK-Aktivität (Abb. 4). 
 
 17
   
  Einleitung  
Extrazelluläres Signal
Rezeptor
  Adapter-Proteine:
    TRAFs, MyD88,
Kinasen (IRAK, RIP), etc.
Upstream-Kinasen: IKKKs ?
IKK1/α IKK2/ß
NEMO/
IKKγ/IKKAP
   zusätzliche
Komponenten ?
IκB
NF-κB-Dimer
   Phosphorylierung,
       Ubiquitinierung und
 Degradierung von IκB
      Translokation von NF-κB
in den Zellkern und Aktivierung
von Zielgenen
Abb. 4: Aktivierung der NF-kappaB-Signalkaskade. 
Unter normalen Bedingungen wird der Transkriptionsfaktor NF-κB durch Bindung an seinen Inhibitor 
IκB im Cytoplasma zurückgehalten. Durch proinflammatorische Stimuli werden spezifische Protein-
kinasen des IKK-Komplexes aktiviert. Dies führt zur Degradierung von IκB und Translokation von NF-
κB in den Zellkern, wo der Transkriptionsfaktor die Expression verschiedener Zielgene einleitet. Adap-
tiert nach Israël et al., 2000. 
 
 
Im Rahmen des Ligand Sneaking-Projektes sollen mehrere Typen von Modulatoren mit un-
terschiedlichen Interaktionsstellen in der NF-κB-Kaskade entwickelt werden: dies sind zum 
einen Mutanten des NF-κB-spezifischen Inhibitors IκBα und von IKK2, zum anderen kurze 
Peptidliganden, die durch Interaktion mit NEMO dessen Bindung an IKK1 und IKK2 unter-
binden und somit die Aktivierung des IKK-Komplexes verhindern sollen. Alle drei Modulator-
typen zielen auf eine Blockierung der NF-κB-Signalkaskade ab.  
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2.6  Zielsetzung der Arbeit 
 
 
Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll eine neue Klasse von makromolekularen Modulatoren 
mit therapeutischem Potential entwickelt werden, deren innovative Eigenschaft in ihrer Fä-
higkeit liegt, ihr intrazelluläres Zielkompartiment spezifisch zu erreichen. Hierzu sollen chi-
märe modulare Multidomänenproteine generiert werden, welche sämtliche für ein effizientes 
intrazelluläres Targeting erforderlichen Funktionen in einer einzigen Polypeptidkette ver-
einigen: spezifische Zielzellerkennung, Endosomen-escape, und Modulatorfunktion.  
Das als „Ligand Sneaking“ bezeichnete Verfahren soll modellhaft für die Interaktion mit 
Schlüsselstellen der NF-kappaB-Signalkaskade entwickelt werden. Das Prinzip ist jedoch 
von universeller Bedeutung, da es ermöglicht, intrazelluläre Vorgänge gezielt von aussen zu 
beeinflussen. 
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3 Material und Methoden 
 
 
3.1  Material 
 
3.1.1  Bakterienstämme 
 
E. coli JM83 F+ ara ∆(lac-proAB) rpsL (Str r )[φ80 dlac∆(lacZ)M15] thi (Dr. Schmidt, 
IBA, Göttingen bzw. ATCC, Manassas, VA, USA) 
 
E. coli JM109 F' lacIq recA- e14-(mcrA-), recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(rK-mK-), 
supE44, relA1, l-, D (lac-proAB), [F'traD36, proAB, lacIqZD M15] 
(Novagen, Madison, WI, USA) 
 
E. coli JM110 rps, (Strr), thr, leu, thi-1, lacY, galK, galT, ara, tonA, tsx, dam, dcm, 
supE44, D (lac-proAB), [F'traD36, proAB, lacIqZD M15] EndA+ (ATCC, 
Manassas, VA, USA) 
 
E. coli OrigamiTM B F– ompT hsdS B (rB– mB–) gal dcm lacY1 ahpC gor522::Tn10 (TcR) 
trxB::kan (Novagen, Madison, WI, USA) 
 
E. coli RosettaTM F– ompT hsdS B (rB– mB–) gal dcm lacY1 pRARE (CmR) (Novagen, 
Madison, WI, USA) 
 
E. coli RV308  su–, DlacX74, galISII::OP308, rpsL (Mobitec, Göttingen) 
 
E. coli TG1 supE, thi-1, D(lac-proAB), D(mcrB-hsdSM)5, (rK-mK-), [F' traD36, 
proAB, lacIq D M15] (Stratagene, Amsterdam, NL) 
 
E. coli TOP10F' F' [lacIq, Tn10(TetR)], mcrA, D(mrr-hsdRMS-mcrBC), f80lacZDM15, 
DlacX74, deoR, recA1, araD139 D(ara-leu)7697, galK, rpsL(StrR), 
endA1, nupG (Invitrogen, Göttingen). 
 
E. coli XL1-blue F’ Tn10 proA+B+ lacIq ∆(lacZ)M15/recA1 endA1 gyrA96 (Nalr) thi 
hsdR17 (rk- mk+) glnV44 relA1 lac (Stratagene, Amsterdam, NL) 
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3.1.2 Nährmedien zur Kultivierung von Bakterien 
 
LB-Medium  10 g/l Bacto-Trypton (GibcoBRL, Karlsruhe) 
   5 g/l Hefe-Extrakt (GibcoBRL, Karlsruhe) 
   5 g/l NaCl 
   in entsprechendem Volumen H2OVE lösen, autoklavieren und bei RT  
lagern. 
 
dYT-Medium  16 g/l Bacto-Trypton (GibcoBRL, Karlsruhe) 
(2x YT-Medium) 10 g/l Hefe-Extrakt (GibcoBRL, Karlsruhe) 
   5 g/l NaCl 
   in entsprechendem Volumen H2OVE lösen, autoklavieren und bei RT  
lagern. 
 
dYTGC   dYT-Medium  
100 mM Glucose 
100 µg/ml Carbenicillin 
 
dYTSC   dYT-Medium  
400 mM Sucrose 
100 µg/ml Carbenicillin 
 
SOB-Medium  20 g/l Bacto-Trypton (GibcoBRL, Karlsruhe) 
   5 g/l Hefe-Extrakt (GibcoBRL, Karlsruhe) 
   0,58 g/l NaCl 
   0,19 g/l KCl 
   in entsprechendem Volumen H2OVE lösen, autoklavieren und bei RT  
lagern. 
 
SOC-Medium  100 ml SOB-Medium 
   1 ml 1 M MgCl2 
   1 ml 2 M Glucose 
   vor Gebrauch frisch ansetzten und direkt verwenden. 
 
LB-Agarplatten 1 l LB-Medium 
   15 g Agar (GibcoBRL, Karlsruhe) 
   autoklavieren und ausgehärteten Agar bei 4°C lagern. 
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3.1.3  Antibiotika 
 
Ampicillin  100 µg/ml Endkonzentration (Biomol, Hamburg) 
Carbenicillin  100 µg/ml Endkonzentration (Biomol, Hamburg) 
Chloramphenicol 34 µg/ml Endkonzentration (Serva, Heidelberg) 
Kanamycin  15 µg/ml Endkonzentration (Serva, Heidelberg) 
Tetracyclin  12,5 µg/ml Endkonzentration (Serva, Heidelberg) 
 
Antibiotika wurden in einem entsprechenden Volumen H2OMQ bzw. Ethanol (Tetracyclin) 
gelöst, sterilfiltriert (0,22 µM), aliquotiert und bei –20°C gelagert. 
 
3.1.4  Säugerzellen 
 
HeLa adherent J. Kretschmer/AG Prof. Dr. H. Ponstingl/DKFZ Heidelberg 
SKRC-14  PD Dr. T. Valerius, Medizinische Klinik III und Poliklinik, Universität  
  Erlangen 
SKRC-17  Prof. Dr. E. Oosterwijk, University Medical Center Nijmegen,  
  Nijmegen, Holland 
SKRC-52  PD Dr. T. Valerius, Medizinische Klinik III und Poliklinik, Universität  
  Erlangen 
 
3.1.5  Medien und Zusätze zur Kultivierung von Säugerzellen 
 
RPMI 1640 komplett  500 ml Medium (Invitrogen, Karlsruhe) komplementiert mit  
50 ml FCS (Invitrogen, Karlsruhe und Sigma, Taufkirchen) 
5 ml L-Glutamin (200 mM; Invitrogen, Karlsruhe) sowie 
5 ml Penicillin/Streptomycin (PAA, Linz, Österreich) 
(10000 Einheiten/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin) 
 
Opti-MEM   Invitrogen, Karlsruhe 
Ablösemedium  RPMI 1640, 5 mM EDTA 
PBS (Dulbecco’s)  PAA Laboratories, Linz, Österreich 
Trypsin/EDTA   Biochrom, Berlin 
(0,05%/0,02% (w/v)) 
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3.1.6  Synthetische Oligonukleotide 
 
3.1.6.1  PCR-Primer zur Klonierung von Ligand Sneaking-Konstrukten 
 
OB_aTFR-F 5’- CAGCCGGCCATGGCGCATCATCACCATCATCATGGCGGTGAC  
     ATCAAGATGACCCAGTCTCCA - 3´ 
ETA-F 5’- ACAGTCTCCTCAGGAGGCGGTTCAGGGGGAGGTGAGGGCGG 
     CAGCCTGGCCGCGCTG - 3’ 
ETA-R 5’- ATATATGGATCCACCTCCCCCTGAACCGCCTCCTGAGTCGGC 
GCTGGCCGCGCCGGCCTC - 3´ 
IKB-F   5’- ATATATGGATCCATGGACTACCCCTACGACGTCCCC - 3´ 
IKB-R   5’- ATATATGGATCCTAACGTCAGACGCTGGCCTCC - 3´ 
KDEL-F 5’- GATCCAAGGACGAACTATAAT - 3´ 
KDEL-R 5’- CTAGATTATAGTTCGTCCTTG - 3´ 
 
3.1.6.2  PCR-Primer zur Modifizierung von Ligand Sneaking-Konstrukten 
 
Baculo_P1a_for 5’- ATATGAATTCTGATCATATGGCGCATCATCACCATCATCATG- 3´ 
BHI(2)R  5’- GTCCTTGGATCCTGAGGCCTGCTCCAGG - 3´ 
DeltaETA-L 5’- ACAGTCTCCTCAGAGGGCGGCAGCCTGGCCGCGCTGACCGC 
     GCAC - 3' 
ETA-F/BamHI 5’- ACAGTCTCCTCAGGATCCGGTTCAGGGGGAGGTGAGGGCGGC   
     GACCTGGCCGCGCTG - 3´ 
ETA ∆M/F  5’- CAGTCTCCTCAGGAGGCGGTTCAG - 3´ 
ETA ∆M/R  5’- GTTCGTCCTTGGATCCACCTCC - 3´ 
IKKB/F  5’- ATATATGGATCCATGAGCTGGTCACCTTCCCTGACAACG - 3´ 
IKKB/R  5’- ATATATGGATCCTGAGGCCTGCTCCAGGCAGCTGTGC - 3´ 
IKK-betaF  5’- ATATATTGATCAATGAGCTGGTCACCTTCCCTGACAACG - 3´ 
IKK-betaR  5’- ATATATTGATCATGAGGCCTGCTCCAGGCAGCTGTGC - 3´ 
IKKB ∆stop/F  5’- GGGCACGGATCCCACGTATGGGCCCAATGGCTGCTTCAA - 3´ 
IKKB ∆stop/R  5’- CAGGCCTCTAGATTATAGTTCGTCCTTGGATCCTGAGGC - 3´ 
IKK2-707F  5’- ATATATGGATCCGAACTGGTGGCTGAAGCAC - 3´ 
IKK2-644F  5’- ATATATGGATCCGTCCGGCTGCAGGAGAAGC - 3´ 
NBD-F 5’- GATCCACGGCCCTAGACTGGAGCTGGTTACAGACGGAATCAG  
     GAGGCGGTTCAGGGG - 3´ 
NBD-R 5’- GATCCCCCTGAACCGCCTCCTGATTCCGTCTGTAACCAGCTC  
     CAGTCTAGGGCCGTG - 3´ 
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NDB-PCR_for  5’- ATATATGGATCCACGGCCTAGACTGGAGCTGG - 3´ 
NBD-PCE_rev 5’- ATATATAAGCTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAG - 3´ 
pOPE_A  5’- AGACAGGAACGGTACGCCAGAATCCTG - 3´ 
pOPE_B  5’- CGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAG - 3´ 
strepII-for  5’- CATGGCGAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGG - 3´ 
strepII-rev  5’- CATGCCTTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTCGC - 3´ 
 
3.1.6.3  Sequenzier-Primer 
 
aTFR-Vl_F1_for 5’- AGACTGGTAGATGGGGTCCCA - 3´ 
aTFR-Vl/R  5’- CTAGAGATGCATACATGGAAGATGG - 3´ 
aTFR-Vh/F  5’- CAGAGGCCTGGACAGGGTCTGI - 3´ 
DP1   5’- ATTAAAGAGGAGAAATTAACCA - 3´ 
ETAproIKKB/F 5’- ATCCGCGAGCAGCCGGAGCAGGC - 3´ 
IKKB/F2  5’- GAAGACTTGAATGGAACGGTGAAG - 3´ 
NdeR   5’- ATATATAAGCTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAG - 3´ 
pOPE986_R  5’- TGCCTCAAGCTAGCTGATCATTAGCACAGGC - 3´ 
pSEXB  5’- GGTCGACGTTAACCGACAAACAACAGATAA - 3´ 
SEQIII   5’- CGTCTTTCCAGACGTTAGTAAATG - 3´ 
1204+3  5’- GTATCACGAGGCCCTTTC - 3´ 
 
Sämtliche Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen. 
 
3.1.7  Ausgangsvektoren für die Konstruktion der Ligand Sneaking-Fusionsproteine 
 
Anti-Transferrinrezeptor scFv (aTFR scFv, anti-CD71 scFv) 
 
Der Ursprungsklon wurde als chimärer monoklonaler Antikörper (muriner variabler Anteil auf 
humanem konstanten Gerüst) mit Hilfe der Hybridomtechnologie entwickelt und beschrieben 
(Hoogenboom et al., 1990). Als Ausgangsklon für die Entwicklung der in dieser Arbeit 
beschriebenen Ligand Sneaking-Konstrukte diente ein Immuntoxin, bestehend aus einer 
Fusion des aTFR scFv an eine humane pankreatische RNase (Zewe et al., 1997). Der ORF 
des scFv wurde aus dem hier vorliegenden pET11d-background ausgeschnitten und in einen 
Vektor zur Expression löslicher Antikörperfragmente der pOPE-Familie (plasmid for optimal 
protein expression) umkloniert (Dübel et al., 1993; Schmiedl et al., 2000). Um die Ausbeute 
zu verbessern, wurden einige Konstrukte alternativ in ein pOPE-Derivat, pHOG21, umklo-
niert (Kipriyanov et al., 1997). 
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Translokationsdomäne aus Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A 
 
Die Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A-Translokationsdomäne (ETAII) für die Endosome 
Escape-Funktion wurde aus dem Vektor pWW25 (Prof. Dr. W. Wels, Chemotherapeutisches 
Forschungsinstitut/Georg-Speyer-Haus, Frankfurt a. M.; persönlich) gewonnen und in die 
Fusionsproteine integriert. 
 
IκBα- und (dn)IKK2-Mutante 
 
Die Sequenzen für die IκBα-Mutante und der dominant-negativen (dn)IKK2-Version wurden 
den Plasmiden Eco-Kos-Flu-IκBα/pcDNA3 bzw. FLAG-IKKβ-K44M/pcDNA3 (Dr. R. Voll, 
Institut für klinische Immunologie, Universität Erlangen; persönlich) entnommen. 
 
NEMO-Binding Domain-Peptidsequenzen 
 
Die Sequenzen zur Klonierung diverser NEMO-Binding Domain (NBD)-Peptidmodulatoren 
entstammen einer dominant-negativen Form der IkappaB-Kinase 2 (IKK2) aus dem Vektor 
FLAG-IKKβ K44M/pcDNA3 (Dr. R. Voll, Institut für klinische Immunologie, Universität 
Erlangen; persönlich). 
 
3.1.8  Eichstandards 
 
3.1.8.1  DNA-Standards 
 
GeneRulerTM (100bp DNA ladder)  MBI Fermentas, St. Leon-Roth 
λ BstEII-Marker    New England Biolabs, Frankfurt a.M. 
λ HindIII-Marker    New England Biolabs, Frankfurt a.M. 
 
Aufgetragen wurden jeweils 5 µl, was einer Gesamt-DNA-Menge von 250 ng entspricht. 
 
3.1.8.2 Proteinstandards 
 
SDS-6H (high molecular weight)  Sigma, Taufkirchen 
SDS-7 (low molecular weight)  Sigma, Taufkirchen 
Rainbow Marker RPN 800   Amersham Life Science, Freiburg 
 
3.1.9  Enzyme 
 
3.1.9.1 Polymerasen 
 25
   
  Material und Methoden 
Expand High Fidelity PCR-System  Roche, Mannheim 
 
3.1.9.2  Restriktionsendonukleasen 
 
Die Enzyme BamHI, BclI, BglII, Bsu36I, EcoRI, HindIII, MfeI, NcoI, NdeI, NheI, NotI, MluI, 
PfIMI, SacI, XbaI, XcmI und XhoI wurden von New England Biolabs, Frankfurt a.M. bezogen. 
 
3.1.9.3  Sonstige Enzyme 
 
Calf Intestine Phosphatase (CIP)  Roche, Mannheim 
Polynukleotidkinase    New England Biolabs, Frankfurt a.M. 
T4 DNA-Ligase    New England Biolabs, Frankfurt a.M. 
 
Alle Enzyme wurden entsprechend der vom Hersteller empfohlenen Angaben in ihren 
jeweiligen Puffern eingesetzt. 
 
3.1.10  Antikörper 
 
Monoklonaler Maus anti-V-His-Antikörper                      Qiagen, Hilden 
Monoklonaler Maus anti-c-myc-Antikörper Myc-9E10         Invitrogen, Karlsruhe 
Monoklonaler Maus-IgG1-anti-G250                       B. Cochlovius, persönlich 
aus Hybridomüberstand 
Monoklonaler Maus-anti-CD71 IgG1            Sigma, Deisenhofen 
Polyklonales Kaninchen-anti-            Labor W. Wels, Frankfurt 
Pseudomonas aeruginosa-ETAII-Serum 
HRP-konjugierter Ziege-anti-Maus IgG (H+L)          Dianova, Hamburg 
HRP-konjugierter Ziege-anti-Kaninichen IgG (H+L)          Dianova, Hamburg 
Alexa Fluor 546-konjugierter Ziege-anti-Maus IgG (H+L)         Molecular Probes, Leiden, NL 
Alexa Fluor 488-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen IgG (H+L)                   Molecular Probes, Leiden, NL 
 
3.1.11  Antigene 
 
Transferrin-Rezeptor (aus humaner Plazenta)  Biotrend, Köln 
 
3.1.12  Sonstiges 
 
Alexa Fluor 633-konjugiertes humanes Transferrin  Molecular Probes, Leiden, NL 
Cell Fix       Becton Dickinson, Heidelberg 
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dNTP-Mix       Fermentas, St. Leon-Roth 
ER-TrackerTM Blue-White DPX dye E-12353  Molecular Probes, Leiden, NL 
Fugene Transfektionsreagenz    Roche Biochemicals, Mannheim 
Hoechst 33342 anti nucleic acid stain   Molecular Probes, Leiden, NL 
IL1-beta       Roche, Mannheim 
Immu-Mount Eindecklösung     Thermo-Shandon, Pittsburgh, USA 
Luciferase-Substratlösung     Promega, Mannheim 
Lysis Puffer       Promega, Mannheim 
TMB, stabilisiertes Substrat für HRP   Progen, Heidelberg 
 
3.1.13  Kit-Systeme 
 
Big Dye Terminator Sequencing Kit   PE Applied Biosystems, Weiterstadt 
BCA Protein Assay Kit    Pierce, Rockford, IL, USA 
LMW und HMW calibration Kits   Amersham Pharmacia, Uppsala,  
Schweden 
Micro-BCA-Kit      Pierce, Rockford, IL, USA 
QIAgen Plasmid Midiprep Kit    Qiagen, Hilden 
QIAprep Spin Miniprep Kit    Qiagen, Hilden 
QIAquick Gel Extraction Kit    Qiagen, Hilden 
QIAquick PCR Purification Kit   Qiagen, Hilden 
Vector NovaRED Substrate Kit SK-4800 for HRP Linaris, Wertheim 
 
Alle Kits wurden nach der Anleitung des Herstellers verwendet. 
 
3.1.14 Chemikalien und Reagenzien 
 
Aceton       Merck, Darmstadt 
Agarose (Type1: Low EEO)    Sigma, Taufkirchen 
β-Mercaptoethanol     Merck, Darmstadt 
Bromphenolblau     Serva, Heidelberg 
CaCl2       Merck, Darmstadt 
Coomassie (für SDS-PAGE)    Technoclone, Wien, Österreich 
D(+)-Glucose-Monohydrat    Merck, Darmstadt 
DMSO       Sigma, Taufkirchen 
EDTA       Roth, Karlsruhe 
Ethanol      Riedel-de Haën, Taufkirchen 
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Gel Code Blue (für SDS-PAGE)   Pierce, Rockfort, IL, USA 
Glycerin      Roth, Karlsruhe 
Harnstoff      Fluka, Taufkirchen 
HCl       Riedel-de Haën, Taufkirchen 
KCl       Merck, Darmstadt 
KH2PO4      Merck, Darmstadt 
Magermilchpulver (skim milk)   Merck, Darmstadt 
Methanol      Riedel-de Haën, Taufkirchen 
NaBH4       Fluka, Taufkichen 
NaH2PO4      Merck, Darmstadt 
Na2HPO4      Merck, Darmstadt 
Natriumacetat      Roth, Karlsruhe 
NaCl       J.T. Baker, Deventer, Holland 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Merck, Darmstadt 
Paraformaldehyd     Fluka, Taufkirchen 
Pierce Gelcode Blue-Färbereagenz   Pierce, Rockford, IL, USA 
Polyacrylamid      Roth, Karlsruhe 
Ponceau S      Sigma, Taufkirchen 
Sucrose      Merck, Darmstadt 
TEMED      Serva, Heidelberg 
TMB-stabilisiertes Substrat (ELISA)   Progen, Heidelberg 
TMB-stabilisiertes Substrat (Western Blot)  Linaris, Göttingen 
Trichloressigsäure     Merck, Darmstadt 
Tris       Sigma, Taufkirchen 
Triton X-100      Serva, Heidelberg 
Trypanblau-Lösung (0,4% in PBS)   Sigma, Taufkirchen 
Tween 20      Gerbu, Gaiberg 
 
Sämtliche Chemikalien wurden in p.A.-Qualität bezogen. 
 
3.1.15  Verbrauchsmaterialien 
 
Blue Caps (Falcons)     Greiner, Frickenhausen 
Blotting Paper Extra Thick    Sigma-Aldrich, Steinheim 
Deckgläser (24x50 mm) für Mikroskopie  Menzel-Gläser, Braunschweig 
Dialysemembran (MWCO 12-14 kDa)  Spectrum, Rancho Dominguez, CA, USA 
Einmalspritzen 20 ml     HSW, Tuttlingen 
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Einmalspritzen 5, 10, 30, 50 ml   Terumo, Leuven, Belgien 
Einwegpipetten 5, 10, 25 ml    Becton Dickinson, Heidelberg 
Elektroporationsküvetten 0,2 cm   Bio-Rad, München 
Mikrotiter-Platten Maxisorp, 96 well   Nunc, Karlsruhe 
Nitrocellulose-Transfermembran Protran  Schleicher und Schuell, Dassel 
Objektträger 8, 10, 15 well    Dunn Labortechnik, Asbach 
Pasteurpipetten     Brand, Wertheim 
Petrischalen      Greiner, Frickenhausen 
PD-10-Säulen      Amersham Bioscences, Uppsala,  
Schweden 
pH-Indikatorstäbchen (versch. Bereiche)  Merck, Darmstadt 
Pipettenspitzen 10, 200, 1000 µl   Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach 
Plastikküvetten 1 ml     Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße 0,2 ml    Biozym, Hessisch Oldendorf 
Reaktionsgefäße 1,5 ml    Eppendorf, Hamburg 
Reagenzröhrchen 10 ml    Greiner, Frickenhausen 
Rundbodenplatte 96 well    Greiner, Frickenhausen 
Sterilfilter Express (0,22 µM)    Millipore, Schwalbach 
Sterilfilter Minisart (0,22 µM)    Sartorius, Göttingen 
Ultrafiltration Membrane YM10 (63,5 mm)  Millipore, Bedford, MA, USA 
Zellkulturflaschen 75 cm2    Integra Bioscience, Fernwald 
Zentrifugeneinheiten Amicon Ultra-15  Millipore, Schwalbach 
 
3.1.16  Chromatographie 
 
Die Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) zur Aufreinigung rekombinanter Proteine 
erfolgte mit Hilfe eines Pharmacia-Systems mit P500-Pumpen und Controller (Amersham 
Phamacia, Freiburg). Folgende Säulen wurden verwendet: 
 
Mono Q HR 5/5     Amersham Pharmacia, Freiburg 
Superdex 200 HR 10/30    Amersham Pharmacia, Freiburg 
Strep-Tactin Superflow, 2 ml bed volume  IBA, Göttingen 
 
3.1.17  Laborausstattung 
 
Brutschränke 
Bakterien-Brutschrank    Jouan, Unterhaching 
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Zellkultur-Brutschrank HERAcell   Heraeus, Hamburg 
 
Elektrophorese Power Supplies 
Constant Power Supply ECPS 3000/150  Pharmacia, Freiburg 
Feather VoltTM 500     Stratagene, Amsterdam, NL 
Model 200/2,0      Bio-Rad, München 
Power Pac 1000     Bio-Rad, München 
 
FACS 
FACSCalibur      Becton Dickinson, Heidelberg 
 
Heizrührer 
Typ MR 2      Heidolph, Schwabach 
Typ MR 2000      Heidolph, Schwabach 
 
Kühl- und Gefrierschränke 
Liebherr Profiline (4°C)    Ochsenhausen 
Bosch (-20°C)      Wernau 
Liebherr (-20°C)     Ochsenhausen 
Forma Scientific (-80°C)    Marietta, OH, USA 
 
PCR-Cycler 
Mini Cycler      MJ Research, Waltham, MA, USA 
DNA Engine PTC-200    MJ Research, Waltham, MA, USA 
 
pH-Meter
Calimatic 761      Knick, Berlin 
 
Pipettierhilfen 
Pipetboy acu      Integra Bioscience, Chur, Schweiz 
Multipette plus     Eppendorf, Hamburg 
8-Kanal-Pipette 50-250 µl  Amersham Life Science, Piscataway, NJ, 
USA 
Schüttelinkubatoren 
Multitron      Infors, Bottmingen, Schweiz 
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Spektrophotometer 
CARY 50 Scan     Varian, Darmstadt 
Sterilbänke
SterilGuard Hood  Class II/Type A/B3  The Baker Company, Sanford, USA 
 
Thermomixer 
Thermomixer 5436     Eppendorf, Hamburg 
Thermomixer Comfort    Eppendorf, Hamburg 
 
Waagen 
Sartorius Basic     Sartorius, Göttingen 
Sartorius BP619     Sartorius, Göttingen 
 
Zentrifugen und -rotoren 
Biofuge A      Heraeus, Hanau 
Biofuge 13      Heraeus, Hanau 
Biofuge fresco     Heraeus, Hanau 
Megafuge 1.0      Heraeus, Hanau 
Sorvall RC 5C Plus     Kendro, Hanau 
Sorvall Rotoren GS-3, GS-A, SS-34   Kendro, Hanau 
 
Vortexer 
REAX 2000      Heidolph, Schwabach 
Genie 2      Bender & Hobein, Zürich, Schweiz 
 
Zerschallungsgerät 
Sonoplus AD 200     Bandelin, Berlin 
 
Sonstige Laborgeräte 
Elektroporationsgerät Gene PulserTM  Bio-Rad, München 
Geltrockner Model 583    Bio-Rad, München 
Glasküvetten für Immunfluoreszenz   Roth, Karlsruhe 
Kippschüttler 3013     GFL, Burgwedel 
Kippschüttler Rocky     Fröbel Labortechnik, Lindau 
Microplate Reader Model 450   Bio-Rad, München 
Mikroskop Leitz DM IL    Leica, Wetzlar 
Mikrowelle Micromat     AEG, Berlin 
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MilliQ-Wasseraufbereitungssystem   Millipore, Schwalbach 
Neubauer-Zählkammer    Brand, Wertheim 
Schüttler Roto-Torque heavy duty rotator  Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA 
Quarzküvetten 105 QS    Hellma, Jena 
Vakuumkonzentrator Vacuum Concentrator Bachofer, Reutlingen 
Wasserbad Thermomix BU    B. Braun, Melsungen 
 
3.1.18  Puffer und Lösungen 
 
Coomassie-Färbelösung 45% (v/v) Methanol 
    10% (v/v) Essigsäure 
    0,25% (w/v) Coomassie blue (R-250) 
    in entsprechendem Volumen H2OVE lösen, filtrieren und bei RT  
lagern. 
 
DNA-Probenpuffer (5x) 5x TAE-Puffer 
50% (v/v) Glycerin 
0,1 M EDTA (pH 8,0) 
0,01% Bromphenolblau 
mit H2OVE auf 10 ml auffüllen, aliquotieren und bei –20°C 
lagern. 
 
IMAC-Äquilibrierungs- PBS (pH 7,4) 
Puffer (SSP)   10 mM Imidazol 
    1 M NaCl 
    in entsprechendem Volumen H2OVE lösen, sterilfiltrieren und bei  
4°C lagern. 
 
IMAC-Waschpuffer  PBS (pH 7,4) 
(SWP)    50 mM Imidazol 
    1 M NaCl 
    in entsprechendem Volumen H2OVE lösen, sterilfiltrieren und bei  
4°C lagern. 
 
IMAC-Elutionspuffer  PBS (pH 7,4) 
   250 mM Imidazol 
    1 M NaCl 
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    in entsprechendem Volumen H2OVE lösen, sterilfiltrieren und bei  
4°C lagern. 
Lower Tris (4x)  36,34 g Tris 
    8 ml 10% (w/v) SDS 
    in 200 ml H2OVE lösen, auf pH 8,8 einstellen und bei RT lagern. 
 
Magermilch-Blocklösung 2% skim milk in PBS lösen und direkt verwenden. 
(MPBS) 
 
Mono-Q-Puffer  30 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
5x stock mit H2OVE auf entsprechendes Volumen bringen, 
sterilfiltrieren und bei 4°C lagern. 
 
Mono-Q-Elutionspuffer 30 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
    1 M NaCl 
    Behandlung entsprechend Mono-Q-Puffer. 
 
PBS (10x)   1,37 M NaCl 
    26 mM KCl 
    80 mM Na2HPO4
    15 mM KH2PO4
    in entsprechendem Volumen H2OVE lösen und auf pH 7,4  
einstellen, autoklavieren und bei RT lagern. Vor Gebrauch mit  
H2OVE auf 1x PBS verdünnen. 
 
Ponceau-Färbereagenz 0,2% (w/v) Ponceau S 
    3% (v/v) Trichloressigsäure 
    3% (v/v) Sulfosalizylsäure 
    in entsprechendem Volumen H2OVE lösen, filtrieren und bei RT  
lagern. 
 
Puffer W   100 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
(washing buffer)  250 mM NaCl 
    1 mM EDTA 
    in entsprechendem Volumen H2OVE lösen, pH kontrollieren,  
filtrieren/entgasen und bei 4°C lagern. 
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Puffer E   100 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
(elution buffer)  150 mM NaCl 
    1 mM EDTA 
    2,5 mM Desthiobiotin 
    10x stock mit H2OVE auf 1x Puffer E verdünnen und bei 4°C  
lagern. 
 
Puffer R   100 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
(regeneration buffer)  150 mM NaCl 
    1 mM EDTA 
    1 mM HABA (hydroxy-azophenyl-benzoic acid) 
    10x stock mit H2OVE auf 1x Puffer R verdünnen und bei 4°C  
lagern. 
 
SDS-PAGE-Sammelgel 6,8 ml H2O 
(3%)    1,7 ml 30% Acrylamid-Mix (enthält 0,8% Bisacrylamid) 
    1,25 ml 4 x Upper Tris (pH 6,8) 
    0,1 ml 10% SDS 
    0,1 ml 10% APS 
    0,01 ml TEMED 
    Radikalstarter TEMED erst unmittelbar vor Gebrauch zugeben;  
eine Spatelspitze Bromphenolblau in der Lösung verbessert die 
Sichtbarkeit der Geltaschen. Ausreichend für 4 Biorad-Minigele. 
 
SDS-PAGE-Trenngel  6,6 ml H2O 
(12%)    8 ml 30% Acrylamid-Mix (enthält 0,8% Bisacrylamid) 
    5 ml 4 x Lower Tris (pH 8,8) 
    0,2 ml 10% SDS 
    0,2 ml 10% APS 
    0,008 ml TEMED 
    Radikalstarter TEMED erst unmittelbar vor Gebrauch zugeben.  
Ausreichend für 4 Biorad-Minigele. 
 
SDS-Probenpuffer (2x) 10 ml 1,5 M Tris/HCl (pH 6,8) 
    6 ml 20% (w/v) SDS 
    30 ml Glycerol 
    15 ml β-Mercaptoethanol 
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    1,8 mg Bromphenolblau 
    mit H2OVE auf 100 ml Gesamtvolumen bringen, aliquotieren und  
bei -20°C lagern. 
 
SDS-Laufpuffer (10x,  30,3 g Tris 
Laemmli, 1970)  10 g SDS 
    144,1 g Glycin 
    in 1l H2OVE lösen und bei RT lagern. 
 
Spheroblast Solution  50 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
(TES-Schocklösung)  20% (w/v) Sucrose (Saccharose) 
    1 mM EDTA (pH 8,0) 
    mit H2OMQ in entsprechendem Volumen lösen und bei 4°C  
lagern. 
 
TAE-Puffer (50x)  242 g Tris-Base 
    57,1 ml Essigsäure 
    100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
in 1l H2OVE lösen und bei RT lagern, vor Verwendung mit H2OVE 
auf 1x TAE verdünnen. 
 
TE-Puffer   10 mM Tris (pH 8,0) 
    1 mM EDTA 
 
Transferpuffer   25 mM Tris 
für Western Blot  192 mM Glycin 
(Semi-dry blotting buffer) 20% (v/v) Methanol 
    0,03% (w/v) SDS 
    in entsprechendem Volumen H2OVE lösen und bei RT lagern. 
 
Upper Tris (4x)  6,06 g Tris 
    4 ml 10% (w/v) SDS 
    in 100 ml H2OVE lösen, pH auf 6,8 einstellen und bei RT lagern. 
 35
   
  Material und Methoden 
3.2  Methoden 
 
Da das Arbeiten mit Bakterien- und Zellkulturen Sterilität der verwendeten Materialien erfor-
dert, wurden sämtliche Nährmedien und Puffer vor Gebrauch entweder autoklaviert oder 
durch ein 0,22 µM-Filter sterilfiltriert. War ein Selektionsmarker vorhanden, erfolgte die Auf-
zucht von Bakterien unter Selektionsdruck. 
 
 
3.2.1  Molekularbiologische Methoden 
 
3.2.1.1  Poymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Die enzymatische Amplifikation von Gensegmenten erfolgte mit Hilfe des Expand High 
Fidelity PCR-Systems (Roche, Mannheim). Dieses besteht aus einer Mischung von thermo-
stabiler Taq DNA-Polymerase und einer Proofreading-Polymerase. Die Fehlerrate dieser 
Enzym-Mischung beträgt laut Herstellerangaben etwa 8,5 x 10-6.  
Standardmäßig wurden zwei Oligonukleotid-Primer so gewählt, dass sie gegenläufig mit 
komplementären DNA-Strängen hybridisierten und das zu amplifizierende Genfragment ein-
grenzten. Die eigentliche Reaktion bestand aus initialer Hitzedenaturierung der doppel-
stränigen DNA, Pimer-Hybridisierung (Annealing) an das DNA-template und anschliessende 
Synthese des komplementären Stranges durch die Polymerase. Durch mehrfache Wieder-
holung dieser Reaktionsschritte war eine ausreichende Amplifikation des gewünschten Gen-
segmentes möglich. 
 
Beispiel einer typischen PCR-Reaktion: 
 
Reaktionsansatz 
 
PCR-Programm 
 
30-50 ng template-DNA 
50 pmol forward-Primer 
50 pmol reverse-Primer 
5 µl High Fidelity 10x-Puffer 
1 µl dNTP’s (à 10 mmol) 
0,75 µl High Fidelity Polymerase (2,6U) 
→ mit H2OMQ auf 50 µl Vt
  3 min, 95°C     initiale Denaturierung 
  1 min, 94°C     Denaturierung 
  1 min, 58°C     Primer-Annealing       x 25-30 
  2 min, 72°C     Amplifikation 
10 min, 72°C     terminaler Amplifikationsschritt 
       ∞     4°C 
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Um Sekundärstrukturen in der Template-DNA zu minimieren, wurde dem Ansatz ggfs. noch 
2% DMSO zugegeben. 
 
3.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Der Gellauf erfolgte in TAE-Puffer bis zum Eintritt der Proben in die Gelmatrix bei 50 Volt, 
anschliessend bei 95 Volt. Die DNA wurde durch Färbung mit Ethidiumbromid und an-
schliessende Visualisierung unter UV-Licht bei 254 nm nachgewiesen (Sambrook et al., 
1989). 
 
3.2.1.3  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Nach gelelektrophoretischer Auftrennung wurden die relevanten DNA-Banden unter langwel-
liger UV-Bestrahlung (366 nm) mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Isolierung aus dem 
Agaroseblöckchen erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit nach den Angaben des Her-
stellers. Die gereinigten DNA-Fragmente wurden anschliessend in TE-Puffer aufgenommen 
oder, falls die DNA für die direkte Sequenzierung, Ligation oder Transformation verwendet 
werden sollte, in Wasser (H2OMQ). 
 
3.2.1.4  Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
 
Die Isolierung von DNA aus E. coli erfolgte mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits bzw. 
des QIAGEN Plasmid Midi Kits. Die gereinigte DNA wurde in TE-Puffer oder Wasser aufge-
nommen. 
 
3.2.1.5  Präzipitation von DNA 
 
Lösungsmittel mit hoher Kationen-Konzentration lassen sich zur Fällung von Nukleinsäuren 
verwenden. 
 
3.2.1.5.1  Präzipitation mit Ethanol 
 
Die DNA-haltige Lösung wurde mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volu-
men Ethanol versetzt, gemischt und für 30 min bei 4°C mit 16000g pelletiert. Anschliessend 
wurde der Überstand verworfen, das Präzipitat mit 500 µl 70%igem Ethanol gewaschen und 
nach Lufttrocknung in Wasser aufgenommen. 
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3.2.1.5.2  Präzipitation mit Isopropanol 
 
Alternativ zur Ethanol-Präzipitaion wurde Isopropanol verwendet, da die so gereinigte DNA in 
der Regel geringere Verunreinigungen durch Salze aufweist. Hierfür wurde die DNA-haltige 
Lösung mit 0,8 Volumen Isopropanol versetzt und für 30 min bei 4°C mit 16000g zentrifu-
giert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und anschliessend in 
H2O aufgenommen. 
 
3.2.1.5.3  Präzipitation mit Butanol 
 
Ligationsansätze (20 µl-Volumen) wurden üblicherweise mit Butanol gefällt. Dazu wurde mit 
Wasser auf 50 µl aufgefüllt und der Ansatz mit dem 10-fachen Volumen Butanol versetzt. 
Anschliessend wurde gemischt und für 20 min bei RT mit 16000g zentrifugiert. Nach dem 
Trocknen wurde das Präzipitat in 20 µl Wasser aufgenommen, wovon die Hälfte zur Trans-
formation von Bakterien mittels Elektroporation verwendet wurde. 
 
3.2.1.6  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Aufgrund der Absorption der aromatischen Ringsysteme von Nukleinsäuren bei 260 nm kann 
die in einer Probe enthaltene DNA mit einem Spektralphotometer bestimmt werden. Die 
Konzentration einer verdünnten Lösung in Wasser wurde nach folgender Formel berechnet: 
 
Konzentration [µg/ml] = OD260nm x 50 [µg/ml] für doppelsträngige DNA (dsDNA) 
 
Analog gilt: 
 
Konzentration [µg/ml] = OD260nm x 33 [µg/ml] für einzelsträngige DNA (ssDNA) 
und  Konzentration [µg/ml] = OD260nm x 40 [µg/ml] für messenger RNA (mRNA) 
 
3.2.1.7 Modifikation von Plasmid-DNA 
 
3.2.1.7.1  DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 
 
Die Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA wurde mit den vom Hersteller empfohlenen Puf-
fern und Zusätzen bei der jeweiligen Optimaltemperatur durchgeführt. Als Richtwert für die 
einzusetzende Enzymmenge diente die Angabe, dass 1U Enzym 1 µg Lambda-DNA in einer 
Stunde vollständig schneidet. In der Regel wurde 1 µg DNA mit 5-fachem Enzymüberschuss 
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in einem Gesamtvolumen von 50 µl für 2 h inkubiert. Die Restriktionsfragmente wurden an-
schliessend elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert. 
 
3.2.1.7.2  Dephosphorylierung von geschnittenen Vektoren (CIP) 
 
Um eine Religation geschnittener DNA zu vermeiden, wurden die 5’-Phosphatreste mittels 
alkalischer Phosphatase (calf intestine phosphatase, CIP) entfernt. Dazu wurde dem 
Restriktionsansatz 1 h und 1/2 h vor Verdauende je 1 U des Enzyms zugegeben und bei 
37°C weiterinkubiert. Die so modifizierte Vektor-DNA wurde anschliessend mit Hilfe des 
QIAquick PCR Purification Kits gereinigt und in Wasser umgepuffert. 
 
3.2.1.7.3  Phosphorylierung von Oligonukleotiden 
 
Kurze Inserts wurden durch die Phosphorylierung und anschliessende Hybridisierung zweier 
Oligonukleotide generiert. Dazu wurden in einem 50 µl-Reaktionsansatz je 0,5 µMol beider 
Oligonukleotide mit 5 µl 10x Ligase-Puffer (enthält 5 mM ATP), 2,5 µl Spermidin (50 mM), 
und 0,5 µl Polynukleotidkinase (PNK, 5U) versetzt und bei 37°C für 3 h inkubiert. Das Enzym 
wurde anschliessend bei 65°C für 20 min hitzeinaktiviert. 
 
3.2.1.7.4  Hybridisierung von Oligonukleotiden 
 
Je 10 nmol zweier komplementärer phosphorylierter Oligonukleotide wurde in 50 µl 1x 
Ligasepuffer aufgenommen, in einem Wasserbad auf 95°C erhitzt und über einen Zeitraum 
von 3-4 Stunden auf ca. 30°C abgekühlt. 
 
3.2.1.8  Ligation 
 
DNA-Ligasen katalysieren die kovalente Verknüpfung freier 3’-Hydroxy- und 5’-
Phosphatenden von DNA.  
In einem 20 µl Reaktionsansatz wurden ca. 20-50 ng geschnittene Vektor-DNA mit 2-5 mol 
geschnittener Insert-DNA pro mol Vektor-DNA, 1 µl 10 x Ligase-Puffer und 1 µl T4 DNA-
Ligase (400 U) versetzt und über Nacht bei 16°C oder 4°C inkubiert. Die DNA wurde an-
schliessend mit Butanol gefällt und in 20 µl Wasser aufgenommen. 
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3.2.1.9  DNA-Sequenzierung 
 
Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit einem ABI Prism-Kapillarsequenzierer mittels des Big 
Dye Terminator Sequencing Kits nach Angaben des Herstellers (ABI). Dazu wurden in einem 
10 µl-Reaktionsansatz 300-600 ng template-DNA mit jeweils 7,5 pmol eines Sequenzier-
primers und 2 µl PreMix versetzt. Zur Degenerierung der DNA wurde das Gemisch zunächst 
in einem Thermocycler für 5 min bei 96°C inkubiert Anschliessend erfolgten 25 Zyklen beste-
hend aus 10 sec 96°C, 5 sec 58°C und 4 min 60°C (eigentliche Amplifikation). Nach Ab-
schluss der Reaktion wurde die DNA durch Zugabe von 2 µl 3 M Natriumacetat (pH 4,6) und 
55 µl absolutem Ethanol gefällt und mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde in 25 µl 
H2O aufgenommen, bei 95°C für 2 min denaturiert und kapillar-elektrophoretisch aufgetrennt. 
Die Sequenzanalyse der fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe des ABI 
Prism 310 Genetic Analyzers. 
 
 
3.2.2  Mikrobiologische Methoden 
 
3.2.2.1  Herstellung von Glyzerinkulturen 
 
750 µl einer ÜN-Kultur wurde mit 250 µl Glyzerin gemischt und bei -80°C gelagert (Glycerol 
Stock). 
 
3.2.2.2  Herstellung elektrokompetenter Bakterien 
 
Von einer 20 ml ÜN-Kultur des enstprechenden Bakterienstammes in dYT-Medium wurden 
0,5 ml (1:400) in 200 ml frisches Medium überimpft und bei 37°C und 230 rpm bis zu einer 
OD600 von 0,4-0,7 inkubiert. Nach 10-minütigem Abkühlen auf Eis wurde die Kultur für 10 min 
mit 3000g bei 4°C pelettiert und anschliessend in 50 ml einer eiskalten Glyzerinlösung (10% 
v/v) resuspendiert. Der Zentrifugations- und Resuspensionsschritt wurde weitere 3 x wieder-
holt. Nach dem letzten Pelletierschritt wurde das Pellet in 2 ml eiskaltem 10%igem Glyzerin 
resuspendiert. Die Zellen wurden nun entweder direkt zur Elektroporation eingesetzt oder für 
die Langzeitlagerung in 100 µl-Aliquots in Trockeneis/Ethanol oder flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
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3.2.2.3  Transformation von Bakterien durch Elektroporation 
 
Für die Standard-Transformation bakterieller Plasmid-DNA wurden 10 µl eines Butanol-ge-
fällten Ligationsansatzes in 35 µl eiskaltem H2O aufgenommen und mit 5 µl elektro-
kompetenter Zellen des Stammes XL1-Blue (Stratagene, Amsterdam, NL) versetzt. Bei 
selbst hergestellten elektrokompetenten Bakterien (alle Stämme mit Ausnahme von XL1-
Blue) wurden 100 µl Zellen für einen Elektroporationsansatz verwendet. Nach Inkubation des 
DNA-Bakteriengemisches für einige Minuten auf Eis wurde dieses vorsichtig in eine vor-
gekühlte 2 mm Elektroporationsküvette pipettiert und einem Elektroschock ausgesetzt (2,5 
kV, 200 Ω, 25 µF). Anschliessend wurden die Bakterien sofort in 500 µl vorgewärmtem 
(37°C) SOC-Medium aufgenommen, für 45 min bei 37°C und 230 rpm geschüttelt, auf 
geeignete Selektivagarplatten ausgestrichen und ÜN bei 37°C inkubiert. 
 
3.2.2.4  Platten-Screen 
 
Zur schnellen Identifikation produktiver Klone diente ein Platten-Screen (Breitling und Dübel, 
1997). Hierfür wurde ein Nitrozellulose-Rundfilter (BA85) auf die ÜN bei 37°C inkubierte 
Selektions-Agarplatte gelegt und dessen Positionierung zur späteren Identifikation produk-
tiver Bakterienkolonien markiert. Die durchfeuchtete Membran wurde mit den anhaftenden 
Bakterien abgezogen, geteilt, mit den Kolonien nach oben auf eine LB-Selektionsplatte mit 
und ohne 100 µM IPTG gelegt und für weitere 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Zur Lyse der 
Zellen wurde der Filter mit den induzierten Kolonien für 15 min bei RT mit Chloroform be-
dampft. Nun wurde 6 x je 10 min in 50 ml 0,05% Tween in PBS (PBST) gewaschen. Begin-
nend mit der Absättigung der Membran wurde anschliessend wie beim Western Blot weiter-
behandelt. Positive Kolonien wurden auf der Stammplatte identifiziert und weiterkultiviert.  
 
3.2.2.5  Protein-Expression 
 
Aus einem Glycerol Stock wurde eine ÜN-Kultur von mit einem pOPE- bzw. pHOG-Vektor-
Derivat transformierten E. coli-Zellen hochgezogen und am nächsten Morgen 1:20 (pOPE) 
oder 1:40 (pHOG) in frischem dYT-Medium mit 100 mM Glucose und 100 µg/ml Ampicillin 
oder Carbenicillin verdünnt. Die Kultur wurde bei 230 rpm und 37°C bis zu einer OD600 von 
0,7 kultiviert, bevor der Promotor bei pOPE durch Zugabe von 20 µM Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert wurde. Im Fall von pHOG wurde die Kultur für 10 min 
mit 1500g bei 20°C abzentrifugiert, das Pellet im selben Volumen dYTSC resuspendiert und 
mit 100 µM IPTG induziert. Die Expression erfolgte bei pOPE-Vektoren für 3 h bei 23-24°C 
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und 270 rpm, bei pHOG für 14-16 h bei 23°C und 110 rpm. Anschliessend wurden die Zellen 
10 min auf Eis abgekühlt und mit 6200g bei 4°C pelettiert. 
 
3.2.2.6  Präparation periplasmatischer Extrakte 
 
Für die Präparation periplasmatischer Extrakte wurde das Bakterienpellet in 5% (bezogen 
auf das Ausgangsvolumen der Kultur) gekühlter Spheroblast Solution resuspendiert, für 1 h 
unter gelegentlichem Schütteln auf Eis inkubiert und anschliessend mit 30000g für 40 min 
bei 4°C zentrifugiert. Der im Überstand befindliche periplasmatische Extrakt (periplasmic 
preparation, PPP) wurde für die immobilisierte Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) 
gegen PBS dialysiert, im Fall der Aufreinigung über Streptactin/strep-tag II-Chromatographie 
mit Amicon UF-15 Zentrifugeneinheiten einkonzentriert und gegen Puffer W umgepuffert. 
Anschliessend erfolgte die Analyse mittels SDS-PAGE, Western Blot und ELISA. 
 
 
3.2.3  Protein-Biochemische und Immunologische Methoden 
 
3.2.3.1  Anreicherung von Antikörper-Fusionsproteinen durch IMAC 
 
Da die exprimierten Antikörperfragmente und -Fusionsproteine über ein aus 6 Histididen 
bestehendes tag am N-Terminus der VL-Domäne verfügen, besteht die Möglichkeit, sie mit 
Hilfe der immobilisierten Metallionen-Affinitätschromatographie aus periplasmatischen 
Extrakten anzureichern. Die Oligohistidinreste binden mit hoher Affinität an zweiwertige 
Metallionen (z.B. Cu2+, Ni2+, Zn2+), die zuvor an Sepharose-Chelat (Amersham Pharmacia, 
Uppsala, Schweden) immobilisiert wurden. Die Anreicherung wurde bei hoher Ionenstärke 
durchgeführt, um die unspezifische Bindung von E. coli-Proteinen zu verringern. Durch einen 
Überschuss an Imidazol kann die Wechselwirkung der Histidine mit den Metallionen unter 
physiologischen Bedingungen kompetitiv gelöst werden. 
Pro Liter Bakterienkultur wurde eine Säule mit 2 ml Ni2+- oder Cu2+-Sepharose beladen und 
in SSP äquilibriert. Die dialysierten periplasmatischen Extrakte wurden auf die selben Puffer-
bedingungen eingestellt und auf die Säule gegeben. Nach 2 Wasch-Schritten mit SSP und 
SWP (jeweils 5-10 Säulenvolumina) wurden die Proteine mit IMAC-Elutionspuffer (SSP/250 
mM Imidazol) kompetitiv eluiert. Die gesammelten Fraktionen wurden durch SDS-PAGE und 
Western Blot analysiert. 
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3.2.3.2  Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC) 
 
3.2.3.2.1  Mono-Q-Chromatographie
 
Da die über IMAC erhaltenen Fraktionen häufig einen erheblichen Anteil kontaminierender E. 
coli-Proteine enthielten, wurde versucht, diesen durch eine Anionenaustausch-Chromato-
graphie mit Hilfe einer Mono Q HR 5/5-Säule zu reduzieren. Das Prinzip beruht auf einer 
reversiblen Bindung des Säulenmaterials an geladene Proteine, welche sich in einem 
Salzgradienten kompetitiv eluieren und somit auftrennen lassen. 
Die Antikörper-enthaltenden IMAC-Fraktionen wurden mit PD-10-Säulen gegen Mono Q-
Puffer umgepuffert, für 30 min mit 30000g bei 4°C zentrifugiert und mit 0,5 ml/min auf die im 
selben Puffer äquilibrierte Säule gegeben. Nach Waschen der Säule mit 10 ml Mono-Q-
Puffer wurden die Proteine mit Hilfe eines zweiphasigen NaCl-Gradienten eluiert. Dazu 
wurde die Salzkonzentration zunächst über 30 ml auf 400 mM, dann über 10 ml auf 1 M 
NaCl (100% Mono-Q-Elutionspuffer) erhöht. Diese Salzkonzentration wurde für weitere 10 ml 
aufrecht erhalten, bevor die Säule mit 10 ml Mono Q-Puffer gewaschen und für den nächsten 
Lauf äquilibiert wurde. Die gesammelten Fraktionen wurden durch SDS-PAGE sowie 
Western Blot analysiert. Die spezifisches Protein enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt 
und ihr Gehalt mit Hilfe des BCA-Protein Assay Kits bestimmt. 
 
3.2.3.2.2  Gelfiltration
 
Die Größenausschluß-Chromatographie (Size Exclusion Chromatography) dient zur 
Reinigung und Charakterisierung von Proteinen basierend auf ihrer Größe. Sie wurde mit 
Hilfe einer Superdex 200 HR 10/30-Säule durchgeführt. Dazu wurden die Proteine mit PD-
10-Säulen gegen 50 mM Imidazol/PBS (pH 7,4) umgepuffert, für 30 min mit 30000g bei 4°C 
zentrifugiert, auf die im selben Puffer äquilibrierte Säule gegeben und mit 0,5 ml/min eluiert. 
Die gesammelten 1 ml-Fraktionen wurden durch SDS-PAGE, ELISA oder Western Blot ana-
lysiert. Zur Kalibrierung der Säule wurden die Standard-Proteine Ribonuklease A (13,7 kDa), 
Chymotrypsinogen A (25 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Albumin A (67 kDa), Aldolase (158 
kDa), Catalase (232 kDa), Ferritin (440 kDa) und Thyroglobulin (669 kDa) der LMW- und 
HMW-gel filtration calibration Kits verwendet. 
 
3.2.3.2.3 Streptactin/strep-tag II-Chromatographie
 
Die Streptactin/strep-tag II-Affinitätschromatographie basiert auf der reversiblen Bindung des 
strep-tag II (-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-) an eine Matrix aus modifiziertem 
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Streptavidin (“Streptactin”). Im Gegensatz zum original strep-tag konnte die Sequenz auf 8 
Aminosäuren reduziert und die Affinität von 36 µM auf 1 µM (Kd) erhöht werden (www.iba-
go.de). Hierzu wurde der mit Hilfe von UF15-Einheiten gegen Puffer W umgepufferte und auf 
10 Säulenvolumen einkonzentrierte Periplasmaextrakt zunächst für 40 min bei 4°C mit 
30000g geklärt und mit 0,2 ml/min auf eine mit dem selben Puffer äquilibierte 2 ml 
Streptactin-Superflow-Chromatographiesäule gegeben. Nach einem Wasch-Schritt mit 5 
Säulenvolumen Puffer W wurde das Fusionsprotein mit 3 Säulenvolumen Puffer E kompetitiv 
eluiert und in 1 ml-Fraktionen gesammelt (beide Schritte mit 0,5 ml/min). Jeder Lauf wurde 
photometrisch über die Absorption bei 280 nm verfolgt und aufgezeichnet. Die relevanten 
Elutionsfraktionen wurden nach SDS-PAGE im Coomassie-Gel auf Reinheit untersucht und 
mittels Western Blot und ELISA analysiert. Zur Regeneration der Säule wurde diese mit 30 
ml Puffer R bei 1 ml/min gespült, bevor sie anschliessend mit 16 ml Puffer W für den 
nächsten Lauf äquilibriert wurde. 
 
3.2.3.3  Proteinquantifizierung: BCA Protein Assay 
 
Der BCA Protein Assay ist ein colorimetrischer Assay und basiert auf der Reduktion von Cu2+ 
zu Cu+ durch die Interaktion mit Peptidbindungen von Proteinen in alkalischer Lösung 
(Biuret-Reaktion). Bicinchoninic acid (BCA) bildet mit hoher Spezifität Chelate mit den ent-
stehenden Cu+-Ionen, wobei ein purpurfarbiges wasserlösliches Reaktionsprodukt mit einem 
Absorptionsmaximum bei 562 nm entsteht. Bei dieser Wellenlänge wurde die optische Dichte 
im Vergleich zu einer Referenzlösung (PBS) gemessen. Unter Verwendung einer Eichkurve 
mit BSA oder IgG-Standard bekannter Konzentration konnte die Menge des zu charak-
terisierenden Proteins ermittelt werden. 
Da die Reaktion durch hohe Temperaturen verstärkt wird, erfolgte die Inkubation des Pro-
tein-Kupfer-BCA-Gemisches für 30 min bei 37°C. Die Absorption ist direkt proportional zur 
Proteinkonzentration und über einen Bereich von 20-2000 µg/ml linear.  
 
3.2.3.4  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese lassen sich Proteine ihrer Größe nach 
aufgtrennen. Dazu wurden die Proteinproben denaturiert, indem sie in 2x SDS-Probenpuffer 
aufgenommen und für 5 min bei 95°C erhitzt wurden. Anschliessend wurde abzentrifugiert 
und je 10 µl pro Geltasche aufgetragen. Zur Molekulargewichtsbestimmung wurde ein 
Proteinmarker bekannter Zusammensetzung verwendet. Bei der SDS-PAGE wurde ein 
diskontinuierliches Gelsystem verwendet, bestehend aus einem großporigen Sammelgel mit 
geringer (3%) und einem engporigen Trenngel höherer (8-12%) Acrylamidkonzentration. Der 
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Gellauf wurde mit 25 mM pro Gel durchgeführt. Das Trenngel wurde nach beendetem Lauf 
mit Pierce Gelcode Blue-Färbereagenz angefärbt oder für einen Western Blot auf 
Nitrozellulose verwendet. 
 
3.2.3.5  Western Blot 
 
Durch einen Western Blot können Proteine mittels geeigneter Antikörper detektiert und von 
anderen Proteinen unterschieden werden. Dazu wurden die zuvor in einer SDS-PAGE auf-
getrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen. Der Transfer erfolgte im 
“semi-dry”-Verfahren bei 0,85 mA/cm2 Trenngelfläche für 40 min. Unspezifische Bindungs-
stellen auf der Membran wurden nun durch eine 2-stündige Inkubation mit MPBS abgesättigt 
(blocking step). Anschliessend wurde die Membran 3 x für je 5-10 min in 0,05% Tween/PBS 
(PBST) gewaschen, bevor die zu analysierenden Proteine mit spezifischen Antikörpern (z.B. 
Kaninchen-Serum gegen die ETAII-Domäne der Fusionsproteine, 1:1000 in MPBS, 1 h, RT) 
markiert und nach einem erneuten Wasch-Schritt mit einem HRP-konjugierten 
Immunglobulin (z.B. 0,5 µg/ml Ziege anti-Kaninchen~HRP, in MPBS, 45 min, RT) und TMB-
stabilisiertem Substrat für HRP nach Angaben des Herstellers detektiert wurden. 
 
3.2.3.6  ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 
 
Mit Hilfe des ELISA können geringe Mengen eines bestimmten Antigens durch spezifisch 
bindende Antikörper nachgewiesen werden. Hierzu wurde eine 96-well Maxisorp-Platte ÜN 
bei 4°C mit 100 µl/well 0,1 M NaHCO3-Puffer (pH 9,6; coating buffer), in dem 0,1 µg eines 
Antigens gelöst waren, inkubiert. Nach Waschen in PBST wurden unspezifische Bindungs-
stellen mit MPBS (200 µl/well) für weitere 2 h bei RT abgesättigt. Die Antikörper-Nachweise 
erfolgten für je 1 h (Erstantikörper) bzw. 45 min (HRP-konjugierter Zweitantikörper) bei RT, 
bevor gebundene Enzymaktivität mit 100 µl TMB-Substrat/well detektiert wurde. Die re-
sultierende Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 655 nm gemessen. 
 
3.2.3.6.1  Antigen-ELISA 
 
Zum generellen Nachweis vorhandener Antikörper-Fusionsproteine in Periplasmaextrakten 
oder gesammelten FPLC-Fraktionen wurde eine 96-well Maxisorp-Platte ÜN bei 4°C mit 0,1 
µg/well humanem Transferrinrezeptor (CD71) beschichtet. Nach 3-maligem Waschen mit 
PBST wurden unspezifische Bindungstellen durch Blocken mit MPBS abgesättigt. Nun wur-
den verschiedene anti-CD71 Antikörper-Fusionsproteine in unterschiedlichen Mengen (z.B. 
1:20 in MPBS) zugegeben und für weitere 2 h bei RT inkubiert. Ein polyklonales anti-ETA-
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Serum (1:1000 in MPBS) in Kombination mit HRP-konjugierten Ziege anti-Kaninchen-
Immunglobulinen (0,5 µg/ml in MPBS) wurde zum Nachweis gebundener Fusionsproteine 
eingesetzt und mit TMB-Substrat detektiert. Als Positivkontrolle diente ein kommerzielles 
Maus-anti-CD71 Immunglobulin (Sigma) in einer Konzentration von 10 µg/ml. 
 
3.2.3.6.2  Kompetitions-ELISA 
 
Zum Nachweis der Bindungsspezifität rekombinanter anti-CD71-Antikörperfusionen wurde 
eine 96-well Maxisorp-Platte ÜN bei 4°C mit 0,1 µg/well humanem Transferrinrezeptor 
(CD71) beschichtet. Nach einem Wasch-Schritt und Absättigung unspezifischer Bindungs-
stellen mit MPBS wurde eine Mischung aus Antikörper-Fusionsprotein und dem nativen anti-
CD71 scFv (Kompetitor, beide in MPBS) in die wells gegeben. Dabei wurde die Menge von 
Antikörper-Fusionsprotein konstant gehalten, während die Kompetitorkonzentration 
schrittweise erhöht wurde (bis ca. 30-facher molarer Überschuss). Die Inkubation erfolgte für 
2 h bei RT. Anschliessend wurde gewaschen und das Fusionsprotein wie unter 3.2.3.6.1 
detektiert.  
 
3.2.3.7  NF-kappaB-Reporterassay 
 
HeLa-Zellen (ca. 50-60% konfluent) wurden mit dem NF-kappaB-Reporter pB2x-luc entspre-
chend den Herstellerangaben (Roche) transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen gesplittet, in 
Triplikaten mit unterschiedlichen Konzentrationen von Ligand Sneaking-Konstrukten (Ge-
samtvolumen 100-150 µl in Opti-MEM) versetzt und für weitere 2-3 h inkubiert, bevor die NF-
kappaB-Signalkaskade durch Zugabe von 100 pg/ml IL1-beta für 3 h aktiviert wurde. An-
schliessend wurden die Zellen mit PBS/1mM CaCl2 gewaschen und durch Zugabe von 100 
µl Promega Lysis Puffer lysiert (10 min RT, dann 50 min 4 °C). Nach dem Resuspendieren 
der Zellen wurden diese für 10 min bei 1200 rpm abzentrifugiert und 15 µl des Überstandes 
mit 40 µl Promega Luciferase-Substratlösung gemischt. Die Messung der Luciferaseaktivität 
erfolgte in einem Berthold Luminometer (Lumat) für 10 sec. Als Kontrolle dienten mit aTFR-
scFv behandelte Zellen und solche, die ohne Ligand Sneaking-Konstrukte inkubiert wurden. 
Zum Abgleich der Proteinkonzentration wurde diese mittels des Micro-BCA-Tests (Pierce) 
und einer BSA-Standardkurve ermittelt. 
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3.2.4  Zellkulturmethoden 
 
3.2.4.1  Kultivierung von Säugerzellen 
 
Die Kultivierung der humanen adherenten Zellinien HeLa, SKRC-14, SKRC-17, und SKRC-
52 erfolgte bei 37°C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit nach den üblichen Prinzipien 
der Zellkultivierung. 
 
3.2.4.2  Passage von adherenten Säugerzellen 
 
Bei einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen vedünnt und in frische Zellkulturflaschen 
überführt. Hierzu wurde das Medium abgenommen und durch 10 ml Ablösemedium (HeLa) 
oder Trypsin/EDTA-Lösung (SKRC-Linien) ersetzt. Nach 5-10-minütiger Inkubation im 
Brutschrank wurden die Zellen abgeklopft, in ein steriles 50 ml Falkon-Röhrchen überführt 
und mit 1600 rpm bei 4°C für 1 min abzentrifugiert. Die Zellen wurden 1x mit 10 ml PBS 
gewaschen, erneut zentrifugiert und in einer Verdünnung zwischen 1:7 und 1:30 in neue 
Kulturflaschen überführt. Diese wurden mit frischem RPMI-Komplettmedium auf 20 ml 
aufgefüllt. 
 
3.2.4.3  Bestimmung der Zelldichte 
 
Ein Aliquot einer Zellsuspension wurde 1:1 mit Trypanblau versetzt, gemischt und ein 
Tropfen in ein Hämocytometer (Neubauer-Zählkammer; Tiefe 0,1 mm; 0,0025 mm2) einge-
füllt. Unter dem Mikroskop liess sich die Anzahl der Zellen bestimmen, die sich in einem de-
finierten Volumen von 0,1 µl befanden und enstprechend auf die Anzahl/ml hochrechnen. 
Abgestorbene Zellen wurden durch die Aufnahme des Farbstoffes markiert und bei der 
Zählung nicht berücksichtigt. 
 
3.2.4.4  Kultivierung und Infektion von Insektenzellen mit rekombinanten Baculoviren 
 
Spodoptera frugiperda  (Sf9) und Trichoplasia ni High Five (H5) -Insektenzellen (Pharmin-
gen, Heidelberg) wurden bei 27°C nach den üblichen Prinzipien der Zellkultivierung (Liang 
und Dübel, 2001) kultiviert. Die Infektion mit rekombinanten Baculoviren erfolgte nach Müller 
et al., 1997, wobei anstelle von AcNPV “BaculoGold-DNA” linearisierte “Novagen triple cut 
3000-DNA” verwendet wurde. 
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3.2.4.5  FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter) 
 
Aus zwei subkonfluenten T75-Zellkulturflaschen wurden die Zellen abgelöst, 2x mit PBS ge-
waschen, ausgezählt und auf 106 Zellen/200 µl eingestellt. In eine 96-well Rundbodenplatte 
wurden nun 200 µl/well zugegeben und diese für 2 min mit 1600 rpm bei 4°C abzentrifugiert. 
Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in 100 µl anti-G250 scFv (300 µg/ml in PBS) 
aufgenommen und für 1,5 h bei 4°C inkubiert. Nun wurde erneut abzentrifugiert und 2x mit 
PBS gewaschen. Als Erstantikörper diente ein anti-c-myc mAb (2 µg/ml in PBS), als De-
tektionsantikörper ein Ziege-anti-Maus-FITC-Konjugat (10 µg/ml in PBS). Die Inkubation mit 
den Nachweisantikörpern erfolgte für 1 h bzw. 45 min bei 4°C. Anschliessend wurde 
abermals wie beschrieben gewaschen, zentrifugiert und die Zellpellets in je 200 µl PBS oder 
Cell Fix-Lösung aufgenommen. Die Messung und Analyse erfolgte mit einem FACSCalibur 
Cell Sorter und Software entsprechend den Instruktionen des Herstellers. 
 
3.2.4.6  Immunfluoreszenzanalyse (IFA) und Konfokalmikroskopie 
 
Mit Hilfe der Immunfluoreszenzanalyse wurde das Bindungs- und Internalsierungsverhalten 
sowie die intrazelluläre Lokalisation von Ligand Sneaking-Konstrukten verfolgt und überprüft. 
Dazu wurden HeLa-Zellen ÜN bei 37°C auf 8-well Objektträgern bis zu einer Konfluenz von 
50-75% anwachsen gelassen. Vor Konstruktapplikation wurden die Zellen für 1 h in serum-
reduziertem Opti-MEM inkubiert, um die Transferrinrezeptor-Expression auf der Zellober-
fläche zu erhöhen. Ligand Sneaking-Konstrukte wurden in Opti-MEM in einer Konzentration 
von ca. 100 µg/ml à 25 µl/well zugegeben und für unterschiedliche Zeiten (1-4 h) bei 37°C 
(Internalisierung) oder 4°C (Oberflächenfärbung) inkubiert. Für Kolokalisationsexperimente 
mit Transferrin wurde dieses in einer Konzentration von 20µg/ml zusammen mit den Kon-
strukten inkubiert. Anschliessend wurde 2x für je 5 min mit PBS gewaschen und mit 4% 
Paraformaldehyd/PBS für 15 min bei RT fixiert. Nach einem erneuten Wasch-Schritt erfolgte 
die Permeabilisierung der Zellen mit 0,2% Triton X-100/PBS für 5 min bei RT. Die Zellen 
wurden erneut gewaschen und für 5-10 min bei RT in frischem 0,1% NaBH4/PBS inkubiert. 
Nach 3-maligem Waschen wurden unspezifische Bindungsstellen für 1 h bei RT mit 5% 
MPBS abgesättigt. Der Nachweis der Fusionsproteine erfolgte analog zur ELISA-Prozedur 
durch eine Kombination von Erstantikörper (anti-ETAII-Serum 1:350, in 5% MPBS) und 
Alexa-konjugiertem Zweitantikörper (in PBS). Um unspezifische Reaktionen des Serums zu 
minimieren, wurde dieses ÜN bei 4°C auf HeLa-Zellextrakt präinkubiert. Anschliessend 
wurde 3 x gewaschen und der Zellkern mit Hoechst anti nucleic acid stain (1,25 µM in PBS, 5 
min, RT) gegengefärbt. Zum Schluss wurden die Objektträger je 1 x in PBS und Wasser ge-
waschen, getrocknet, eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. 
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Die Auswertung der Objektträger erfolgte mit einem Zeiss LSM510 Konfokal-Mikroskop (Carl 
Zeiss, Jena) unter Verwendung von UV- und sichtbaren Laserlinien (458nm und 488nm 
Argon-Laser sowie 543nm und 633nm Helium/Neon-Laser). Als Objektiv diente ein Wasser-
korrigierter 63x C-Apochromat der Lichtstärke 1:1,2. 
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4  Ergebnisse 
 
 
4.1  Ligand Sneaking: Antikörper-Fusionsproteine zur Beeinflussung 
intrazellulärer Vorgänge 
 
4.1.1  Expressionsstrategie 
 
Vollständige Immunglobuline können aufgrund ihrer komplexen Struktur nicht funktionell in E. 
coli produziert werden. Deshalb wurden verschiedene Strategien entwickelt, die es ermög-
lichen, kleinere scFv-, dsFv- oder Fab-Antikörperfragmente bakteriell herzustellen (Breitling 
und Dübel, 1997; Lunde et al., 2002). Trotz ihrer geringeren Größe besitzen diese Moleküle 
die vollständige Antigenbinderegion und somit die selbe Spezifität wie ihr Ausgangs-
immunglobulin. Diese Proteine können im Cytoplasma exprimiert und dort in Form sog. Ein-
schlusskörper (inclusion bodies) gespeichert werden. In einem nachfolgenden Faltungs-
prozess (refolding) können diese Moleküle in vitro renaturiert werden (Kipriyanov und Little, 
1999). Dieser Ansatz wird in der Regel angewandt, wenn das funktionelle Molekül die produ-
zierende Zelle zu schädigen droht, beispielsweise bei der Herstellung von Immuntoxinen 
(Zewe et al., 1997; Hexham et al., 2001). Aufgrund der zumeist sehr geringen Faltungs-
effizienzen wurde eine weitere Methode entwickelt, welche die Faltungsbedingungen für 
Antikörper in eukaryontischen Zellen besser imitiert: hierfür wird die entsprechende Expres-
sionskassette an eine bakterielle Signalsequenz fusioniert, welche das Protein in das für die 
Antiköperfaltung günstigere periplasmatische Milieu dirigiert. Dieser sekretorische Weg er-
laubt die Produktion von Antikörperfragmenten in E. coli als lösliche, funktionelle Moleküle 
mit korrekt ausgebildeten Disulfidbrücken (Dübel und Kontermann, 2000). Die Ausbeuten 
sind im Allgemeinen geringer als die der Expression in eukaryontischen Zellen, jedoch han-
delt es sich um die Methode der Wahl für eine schnelle Charakterisierung der Antigen-
bindungsaktivität und -spezifität dieser Moleküle. Auch lassen sich hiermit in der Regel 
ausreichende Mengen für erste Tests in weiterführenden funktionellen Assays herstellen. 
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4.1.2  Vektordesign 
 
Sämtliche Ligand Sneaking-Fusionsproteine sind nach dem gleichen Muster aufgebaut und 
orientieren sich an der modularen Organisation des Pseudomonas Exotoxin A (PE). Die 
Proteine bestehen aus drei Kernelementen: 
 
(1) einer N-terminalen Bindedomäne in Form eines scFv-Antikörperfragmentes für die ge-
richtete Zielzellerkennung und Internalisierung durch rezeptorvermittelte Endozytose; 
beispielhaft für den humanen Transferrinrezeptor (CD71) entwickelt 
(2) einer Domäne, welche den Übertritt endozytierter Liganden in das Cytoplama (Wirkort) 
ermöglichen soll (endosome escape-Funktion); zum Einsatz kommt die Translokations-
domäne des Exotoxin A aus Pseudomonas aeruginosa (ETAII) 
(3) und einer C-terminalen Effektordomäne (Modulator) für die Wechselwirkung mit Faktoren 
innerhalb der Zelle; verschiedene Typen zur spezifischen Interaktion mit Schlüsselstellen 
der NF-kappaB-Signalkaskade wurden entwickelt 
 
Als Ausgangsvektor für die Konstruktion sämtlicher Ligand Sneaking-Fusionsproteine diente 
der Vektor pOPE101-aTFR, welcher die Expressionskassette für ein scFv-Antikörperfrag-
ment gegen den humanen Transferrinrezeptor enthält. Die pOPE101-Vektorfamilie wurde 
bereits an anderer Stelle beschrieben (Dübel et al., 1993, Schmiedl et al., 2000). Die einzel-
nen funktionellen Domänen sind durch Glycin/Serin-Linkerpeptide miteinander verbunden. 
Als Hilfselemente kommen eine bakterielle Signalsequenz zur periplasmatischen Sekretion 
(pelB-leader) in E. coli, Reinigungs- und Detektions-tags (6his-tag, strep tagII), sowie ein 
Retentionssignal für das Endoplasmatische Reticulum (synthetische KDEL-Sequenz) zum 
Einsatz. Die Klonierung des Grundkonstruktes pOPE101-His-aTFR-ETAII-KDEL (LS3) stellte 
die Basis für die Generierung diverser Modulator-Fusionsproteine dar (Abb. 5). 
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(A) 
(B) 
(C)
Legende: 
KDEL
6his-tag 
c-myc-Epitop 
Gly/Ser-Linker 
pelB-Signalsequenz 
Ribosomenbindestelle 
ETAIIVH
VH
VH
αCD71 scFv    VL
αCD71 scFv    VL
αCD71 scFv    VL
AmpR
 
ColE1
pOPE101- 
V e k t o r 
IR
Synthetischer Promotor 
PA1/04/03
T7- 
Terminator
XbaI
EcoRI
BamHI
XhoI
 
Abb. 5: Klonierung von LS3 (pOPE101-His-aTFR-ETAII-KDEL) als Basis für die Generierung 
verschiedender Ligand Sneaking-Modulator-Fusionsproteine. 
(A) Expressionskassette des Ausgangsvektors pOPE101-aTFR 
(B) Expressionskassette des Intermediärproduktes pOPE101-His-aTFR-KDEL 
(C) Expressionskassette von pOPE101-His-aTFR-ETAII-KDEL (LS3) 
Abkürzungen: AmpR: β-Lactamasegen für die Ampicillin- bzw. Carbenicillinresistenz; c-myc: Epitop 
des monoklonalen Antikörpers Myc1-9E10; ColE1: origin of DNA replication; ETAII: Translokations-
domäne aus P. aeruginosa Exotoxin A; Gly/Ser-Linker: 8-15 AS-Linkerpeptide zwischen VL und VH 
des aTFR scFv sowie nachgeschalteten funktionellen Domänen; 6his-tag: für 6 Histidine kodierende 
Nukleotidsequenz; IR: intergenic region des Phagen f1; KDEL: Retentionssignal für das Endoplasma-
tische Reticulum; pelB: Signalsequenz der bakteriellen Pectatlyase zur Sekretion des Translations-
produktes in den periplasmatischen Raum; αCD71 scFv (aTFR scFv): kodierende Regionen der va-
riablen Domänen der leichten und schweren Immunglobulinkette des anti-Transferrinrezeptor-Anti-
körpers. 
 
 
4.1.3  Vektorkonstruktion 
 
4.1.3.1  Ligand Sneaking-Grundvektor 
 
4.1.3.1.1  pOPE101-His-aTFR-ETAII-KDEL (LS3) 
 
Zur Herstellung von pOPE101-His-aTFR-ETAII-KDEL (LS3) wurde die Expressionskassette 
des murinen aTFR (anti-Transferrinrezeptor)-scFv-Antikörperfragmentes (Hoogenboom et 
al., 1990) aus dem template pET11d-RNase-TFR (Zewe et al., 1997) mittels PCR unter Ein-
führung flankierender NcoI und BamHI-Restriktionsschnittstellen amplifiziert und in den mit 
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den selben Enzymen vorbehandelten Vektor pOPE101-215(Yol) (Genbank Acc. No. Y14585) 
integriert (Iris Queitsch, Institut für Molekulare Genetik, Universität Heidelberg). Das darge-
stellte Konstrukt trägt den Namen pOPE101-aTFR (Abb. 5, A). 
Mit Hilfe des forward-Primers OB_aTFR-F und des reverse-Primers pSEXB wurde die Ex-
pressionskassette des aTFR-scFv zunächst unter Einführung eines N-terminalen 6his-tags 
aus pOPE101-aTFR reamplifiziert und nach Restriktion mit den Enzymen NcoI und BamHI in 
den mit den selben Enzymen vorbehandelten Vektor religiert (pOPE-His-aTFR). Zur Dar-
stellung von pOPE-His-aTFR-KDEL wurde das C-terminale 6his/c-myc-tag durch Re-
striktionsverdau mit BamHI und XbaI entfernt und durch ein mittels Hybridisierung generier-
tes ER-Retentionssignal (synthetische KDEL-Sequenz) ersetzt (Abb. 5, B). Zur Einführung 
der Translokationsdomäne (ETA252-366, ETAII) aus Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A 
wurde der relevante ORF aus dem Plasmid pWW25 (Fominaya und Wels, 1996) mit Hilfe der 
Primer ETA-F und ETA-R unter Einführung der Schnittstellen Bsu36I und BamH1 amplifiziert 
und in den entsprechend vorbehandelten Vektor pOPE-His-aTFR-KDEL ligiert. Die korrekte 
Nukleotidabfolge des Konstruktes pOPE101-His-aTFR-ETAII-KDEL (LS3, Abb. 5, C) wurde 
durch Sequenzierung bestätigt. 
 
Aufbauend auf der Grundlage des Ligand Sneaking-Konstruktes LS3 wurde durch die C-ter-
minale Fusion verschiedener Effektordomänen eine Reihe von Modulator-Fusionsproteinen 
für die spezifische Interaktion mit Zielmolekülen der NF-kappaB-Signalkaskade entwickelt: 
 
4.1.3.2  Ligand Sneaking-Modulator-Fusionsproteine I
 
4.1.3.2.1  pOPE101-His-aTFR-ETAII-[IκBα]Mut-KDEL (LS4a) 
 
Um das Konstrukt pOPE101-His-aTFR-ETAII-[IκBα]Mut-KDEL (LS4a) zu generieren wurde 
der ORF der IκBα-Mutante aus dem Plasmid Eco-Kos-Flu-IκBα/pcDNA3 (Dr. R. Voll, per-
sönlich) mit Hilfe des Primerpaares IKB-F und IKB-R amplifiziert. Mit Hilfe dieser Primer wur-
den zugleich an beiden Enden BamHI-Schnittstellen sowie flankierende Glycin/Serin-Linker-
sequenzen eingeführt. Nach Restriktionsverdau des PCR-Produktes mit BamHI wurde die-
ses in das mit dem selben Enzym geschnittene LS3-Konstrukt integriert. Die korrekte Orien-
tierung und Nukleotidabfolge des inserts wurde durch Restriktionsverdau und Sequenzierung 
bestätigt. 
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4.1.3.2.2  pOPE101-His-aTFR-ETAII-[Ikk2](dn)Mut-KDEL (LS4b) 
 
Zur Integration des dominant-negativen (dn) IKK2-Modulators (IKK2(K44M)) in die Expres-
sionskassette von LS3 wurde dieser zunächst mittels PCR aus dem Konstrukt FLAG-IKKβ-
K44M/pcDNA3 (Dr. R. Voll, persönlich) amplifiziert. Mit Hilfe der Primer IKK-betaF und IKK-
betaR wurde dabei neben flankierenden Glycin/Serin-Linkersequenzen an beiden Enden 
eine BclI-Schnittstelle eingeführt. Nach Verdau des Amplifikationsproduktes mit BclI wurde 
IKK2(K44M) in den mit BamHI vorbehandelten und dephosphorylierten LS3-Vektor ligiert. 
Die Identität des resultierenden Konstruktes pOPE101-His-aTFR-ETAII-[Ikk2](dn)Mut-KDEL 
(LS4b) wurde durch analytischen Restriktionsverdau sowie durch partielle Sequenzierung 
verifiziert. 
 
4.1.3.2.3  pAcGP67A-LS4a und pAcGP67A-LS4b
Um die sekretorische Expression der Ligand Sneaking-Fusionsproteine LS4a und LS4b in 
einem eukaryontischen System (Insektenzellen) zu ermöglichen, wurden die entsprechenden 
Expressionskassetten in den sekretorischen Baculotransfervektor pAcGP67A umkloniert. Zur 
Generierung passender Schnittstellen für die in frame-Klonierung hinter das pAcGP67-
Sekretionssignal wurde zunächst der N-Terminus von LS3 mit Hilfe des Primerpaares 
Baculo_P1a_for und ETA_R unter Einführung einer 5‘-EcoRI/BclI-Schnittstelle und eines 
zusätzlichen Thymins amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit EcoRI und PfIMI bzw. EcoRI 
und XcmI geschnitten und in die mit EcoRI/PfIMI (LS4a) bzw. MunI/XcmI (LS4b) behandelten 
Original-Expressionskassetten von LS4a und LS4b ligiert. Die Identität dieser Klone mit der 
Bezeichnung LS4a_for_pAc und LS4b_for_pAc wurde durch analytische Restriktionsverdaue 
und Sequenzierung der Klonierungbereiche bestätigt. Zur Integrierung der entsprechend 
modifizierten Expressionskassetten in pAcGP67A wurden die mit BclI/XbaI geschnittenen 
LS4a_for_pAc- und LS4b_for_pAc-Vektoren in den mit BamHI/XbaI-vorbehandelten Bacu-
lotransfervektor ligiert. Die korrekte Positionierung der Ligand Sneaking-Expressions-
kassetten in frame mit dem pAcGP67A-Sekretionssignal wurde durch Sequenzierung bestä-
tigt. 
 
Weiterhin wurden verschiedene Modulator-Fusionsproteine mit kurzen Peptid-Modulatoren 
entwickelt. 
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4.1.3.3  Ligand Sneaking-Modulator-Fusionsproteine II: Proteine mit NEMO-Binding Domain 
(NBD)-Peptid-Modulatoren 
 
4.1.3.3.1  pOPE101-His-aTFR-ETAII-NBD//-KDEL (LS5NBD) 
 
Der kürzeste der NBD-Peptidmodulatoren besteht aus den acht für die Bindung an den NF-
kappaB essential modulator (NEMO) essentiellen Aminosäuren (T-A-L-D-W-S-W-L) aus 
dem C-Terminus der IkappaB-Kinase 2 (IKK2, May et al., 2000), einigen wenigen flankieren-
den Aminosäuren sowie einem C-terminalen GS3GS-Linker an der Verbindungsstelle zum 
KDEL-Retentionspeptid. Zur Generierung wurden die beiden komplementären Oligo-
nukleotidprimer NBD-F und NBD-R über eine Polynukleotidkinase-Reaktion phosphoryliert 
und anschliessend hybridisiert. BamHI-Überhänge erlaubten die Ligation in den mit dem sel-
ben Enzym vorbehandelten Vektor LS3. Die korrekte Orientierung und Sequenz des Modu-
lators wurden durch Sequenzierung überprüft. 
 
4.1.3.3.2  pOPE101-His-aTFR-ETAII-NBD707-756-KDEL (LS6NBD) 
 
Zur Herstellung von LS6NBD wurde eine 49 Aminosäuren umfassende Sequenz aus dem C-
Terminus von IKK2 (IKK2707-756-NBD-Peptidmodulator) mit Hilfe des Primerpaares IKK2-707F 
und BHI2(R) amplifiziert. Diese Sequenz umfasst die essentiellen Aminosäuren sowie 
flankierende Bereiche am 5‘- und 3‘-Ende. Die Klonierung und Integration in den LS3-
Grundvektor erfolgte über mittels der Primer eingeführte BamHI-Schnittstellen. Die Orientie-
rung des inserts wurde durch Restriktionsverdau mit den Enzymen PvuI, SacI und NdeI 
überprüft. Die korrekte Basenabfolge positiver Klone wurde durch Sequenzierung bestätigt. 
 
4.1.3.3.3  pOPE101-His-aTFR-ETAII-NBD644-756-KDEL (LS7NBD)
 
Das Konstrukt LS7NBD wurde analog zu LS6NBD kloniert, wobei anstatt des oben dar-
gestellten Primerpaares eine Kombination der Primer IKK2-644F und BHI2(R) gewählt 
wurde. Das resultierende Konstrukt umfasst als Modulator die Aminosäuren 644-756 aus 
dem C-Terminus der IKK2 (113 AS NBD-Peptidmodulator). 
 
Die Expressionskassetten der Konstrukte LS5NBD, LS6NBD und LS7NBD wurden um ein 
strep tag II ergänzt, welches durch Hybridisierung des Primerpaares strepII-for und strepII-
rev generiert und in die N-terminale NcoI-Restriktionsschnittstelle der Expressionskassetten 
ingegriert wurde. Diese Konstrukte tragen die Bezeichnung LS5-7NBDsII. 
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Weiterhin wurde der acht Aminosäuren umfassende (SG3)2-Linker an der Fusionsstelle von 
aTFR-scFv und ETAII-Domäne bei diesen Konstrukten alternativ durch ein zwei Amino-
säuren umfassendes Linkerpeptid (GS) ersetzt (NBD∆L-Konstruktvarianten). Hierzu wurde 
die LS3-Expressionskassette mit den Primern DeltaETA-L und ETA-R amplifiziert, mit 
Bsu36I und BamHI geschnitten und in den mit den selben Enzymen vorbehandelten LS3-
Vektor religiert. 
Eine graphische Zusammenfassung der dargestellten Ligand Sneaking-Modulator-Fusions-
proteine ist in Abb. 6 gezeigt. 
 
 56
   
  Ergebnisse 
Gly/Ser-Linker 
Ribosomenbindestelle 
pelB-Signalsequenz 
6his-tag 
Legende der Hilfselemente: 
strep-tag II 
AmpR
 
pOPE1 1-0  
V e k t o r 
IR
Synthetischer Promotor 
PA1/04/03
T7- 
Terminator
ColE1
EcoRI
BamHI
XbaI
F 
E 
D 
NBD  
644-756ETAIIVHVL
NBD  
644-756ETAIIVHVL
NBD
707-756VL VH ETAII
NBD
707-756ETAIIVHVL
ETAIIVHVL NBD   //
ETAII IKK2-(dn)Mut. VL VH
C NBD   //ETAIIVHVL
IκBα-Mut. ETAIIVHVL
XhoI
A 
B
G 
H 
Legende der Kernelemente: 
anti-Transferrinrezeptor (CD71) scFv-Domäne für spezifische Bindung und rezeptorvermittelte 
Edozytose 
VL VH 
ETAII Pseudomonas aeruginosa Translokationsdomäne aus Exotoxin A (ETAII) zur Gewährleistung der 
Endosomen-escape-Funktion 
Modulatoren/Effektoren: Inhibition des NF-kappaB-Signalweges durch Interaktion mit verschiedenen molekularen 
Targets: 
IκBα-Mut. Mutante des NF-kappaB-spezifischen Inhibitors IkappaB-alpha (IκBα) 
 
IKK2-(dn)Mut. Dominant-negative Mutante der IkappaB-alpha-spezifischen Kinase 2 (IKK2) 
NBD  
//
NEMO-Binding Domain-Peptid; Hybridisierungprodukt der für die Bindung an NEMO essentiellen 
Aminosäuren (NBD//), Aminosäuren 707-756 bzw. 644-756 aus dem C-Terminus von IKK2 
NBD  
707-756
NBD  
644-756
KDEL: Retentionssignal für das Endoplasmatische Reticulum  
 
 
Abb. 6: Schematische Darstellung der verschiedenen Ligand Sneaking-Modulator-Fusions-
proteine. 
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Abb. 6: Schematische Darstellung der verschiedenen Ligand Sneaking-Modulator-Fusions-
proteine. 
(A) pOPE101-His-aTFR-ETAII-IκBαMut-KDEL (LS4a) 
(B) pOPE101-His-aTFR-ETAII-IKK2(dn)Mut-KDEL (LS4b) 
(C) pOPE101-Strep-aTFR-ETAII-NDB//-KDEL (LS5NBDsII) 
(D) pOPE101-His-aTFR-∆L_ETAII-NDB//-KDEL (LS5NBD∆L) 
(E) pOPE101-Strep-aTFR-ETAII-NDB707-756-KDEL (LS6NBDsII) 
(F) pOPE101-His-aTFR-∆L_ETAII-NDB707-756-KDEL (LS6NBD∆L) 
(G) pOPE101-Strep-aTFR-ETAII-NDB644-756-KDEL (LS7NBDsII) 
(H) pOPE101-His-aTFR-∆L_ETAII-NDB644-756-KDEL (LS7NBD∆L) 
Die Abkürzungen entsprechen Abb. 5; ∆L_ETAII: Austausch des (SG3)2-Linkers am 5‘-Ende der 
ETAII-Domäne gegen ein (GS)1-Linkerpeptid; strep-tagII: für [W-S-H-P-Q-F-E-K] kodierende Nukleo-
tidsequenz zur spezifischen Aufreinigung des Proteins über Streptactin/strep-tag II-Affinitätschromato-
graphie. 
 
Zur Verbesserung der Expressionsraten wurden die Expressionskassetten von LS5NBDsII, 
LS6NBDsII und LS7NBDsII ausserdem mit Hilfe der Primer pOPE_A und pOPE_B unter 
Einführung von NcoI und BclI-Schnittstellen reamplifiziert, geschnitten und in den mit den 
selben Enzymen vorbehandelten Vektor pHOG21 (Kipriyanov et al., 1997) integriert. 
 
 
4.1.4  Expression 
 
4.1.4.1  Expression in E. coli 
 
Nach abgeschlossener Klonierung wurde die Expression der Fusionsproteine zunächst im 
Minimaßstab (5 ml Kulturvolumen) in E. coli XL1-blue unter Standardbedingungen für pOPE-
Vektoren durchgeführt (Dübel et al., 1992). Anschliessend wurden Totalzell-Lysate induzier-
ter und nicht-induzierter Kulturen durch SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Mit Hilfe 
eines polyklonalen anti-ETAII-Serums gegen die Translokationsdomäne der Fusionsproteine 
(ETAII) konnte in jedem Fall das vollständige Translationsprodukt in der berechneten Größe 
nachgewiesen werden (Abb. 7). 
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Abb. 7: Expression von Ligand Sneaking-Antikörperfusionsproteinen in E. coli 
SDS-PAGE (12%) und Western Blot-Analyse bakterieller Totalzell-Lysate  
(A), (B) Lysate von LS5NBDsII, LS6NBDsII und LS7NBDsII unter induzierten (+) und nicht-induzierten 
(-) Bedingungen; PierceBlue-Färbung (A) und Western Blot-Analyse (B). 
(C) Western Blot-Analyse der NBD∆L-Konstruktvarianten LS5NBD∆L, LS6NBD∆L und LS7NBD∆L 
(D) Western Blot-Analyse der LS4a und LS4b-Fusionsproteine. 
Die Detektion der Fusionsproteine erfolgte mit anti-ETAII-Serum und HRP-gekoppelten Ziege-anti-
Kaninchen Immunglobulinen. Aufgrund einer schwachen Hintergrundexpression der pOPE-Vektoren 
ist auch bei nicht-induzierten Kulturen im Totalzell-Lysat ein Signal zu verzeichnen. 
 
Zur Gewinnung funktionellen Proteins wurden aus den induzierten E. coli-Kulturen periplas-
matische Extrakte gewonnen. Ein Vergleich der Ausbeuten zwischen unlöslichen cytoplas-
matischen Einschlusskörpern aus Totalzell-Lysaten und löslichem Protein aus Peri-
plasmaextrakten ist in Abb. 8 dargestellt.  
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Abb. 8: Vergleich der Ausbeuten zwischen Totalzell-Lysat 
und periplasmatischer Fraktion nach Expression in E. coli am 
Beispiel von LS7NBDsII. 
Links: Totalzell-Lysat aus unlöslichen cytoplasmatischen inclusion 
bodies, rechts: über Osmose gewonnene periplasmatische Frak-
tion löslichen Proteins. Nach Auftrennung der Proteine durch 
SDS-PAGE (12%) erfolgte die Analyse im Western Blot mit Hilfe 
des anti-ETAII-Serums und anschliessender Detektion durch ein 
Ziege-anti-Kaninchen~HRP-Konjugat.  
 
unprozessiert 
(57,1 kDa) 
LS7NBDsII 
prozessiert 
(55,1 kDa) 
Im Fall der löslichen Proteinfraktion können die beiden Banden für das vollständige Translationspro-
dukt (ber. MM 57,1 kDa) und das prozessierte Fusionsprotein ohne pelB-Signalpeptid (ber. MM 55,1 
kDa) unterschieden werden. 
 
Während die relativ kurzen NBD-Peptidmodulator-Fusionsproteine (LS5-7NBDsII, sowie 
LS5-7NBD∆L; ber. MM in prozessierter Form 42-55 kDa) ausnahmslos in periplasmatischen 
Extrakten detektiert werden konnten, liessen sich die Translationsprodukte der wesentlich 
größeren NF-κB-Inhibitor- bzw. -Kinase-Modulatorfusionsproteine (LS4a/b, ber. MM 78-128 
kDa) nur als unlösliche Einschlusskörper in Totalzell-Lysaten nachweisen (Abb. 7, D). 
 
 
4.1.4.2  Optimierung bakterieller Expressionsausbeuten 
 
Zur Optimierung insbesondere der periplasmatischen Ausbeuten der NBD-Peptid-Konstrukte 
an löslichem Protein wurde das Plasmid pOPE101-LS7NBDsII beispielhaft in eine Reihe 
verschiedener E. coli-Stämme transferiert und die Ausbeuten aus Mini-Expressionen (5 ml 
Kulturvolumen) analysiert und verglichen. Hierbei konnten signifikante Unterschiede in den 
Expressionsraten zwischen den untersuchten Stämmen nachgewiesen werden. Der Stamm 
JM109 erbrachte die höchsten Ausbeuten an löslichem, prozessiertem Fusionsprotein (Abb. 
9). Zusätzlich wurde die LS7NBDsII-Expressionskassette in den Vektor pHOG21 umkloniert, 
der einen im Vergleich zu pOPE101 dreifach schwächeren Wildtyp lac-Promotor besitzt 
(Lanzer und Bujard, 1988) und so eine besser kontrollierbare Expression ermöglicht 
(Kipriyanov, 2002). Hierdurch konnte eine weitere Steigerung der Proteinausbeuten erzielt 
werden. Eine Zusammenfassung dieser und weiterer Optimierungsstudien ist in Abb. 9 dar-
gestellt. 
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E. coli -Wirtsstamm TG1 XL1-blue JM83 JM109 JM110 TOP10F' RV308 Origami B Rosetta
Expressionsvektor
Mediumwechsel vor 
Induktion ja nein ja nein
Zeitfenster 3h 6h ÜN 3h 6h ÜN
Inducer -Konzentration 
(IPTG)
höchste Ausbeute unter Standard-
Expressionsbedingungen in pOPE101
10µM   20µM   40µM   60µM   100µM 0,05mM   0,1mM   0,15mM   0,2mM   0,4mM
Optimierte Expressionsbedingungen
 für pOPE101
Optimierte Expressionsbedingungen
 für pHOG21
pOPE101 pHOG21
 
Abb. 9: Optimierung der Expressionsbedingungen für gesteigerte Ausbeuten funktioneller 
Ligand Sneaking-Fusionsproteine aus periplasmatischen Extrakten. 
Origami B, Rosetta: E. coli BL21-Derivate. Mediumwechsel vor Induktion bei pHOG21: Austausch des 
Repressors Glucose (0,1 M) durch 0,4 M Sucrose, anschliessend Induktion durch IPTG; direkte IPTG-
Induktion bei pOPE101-Vektoren ohne Mediumwechsel. ÜN: 14-16 h. Die Expression erfolgte dem 
optimalen Zeitfenster entsprechend mit einer Schüttelgeschwindigkeit von 260 rpm (pOPE101) bzw. 
110 rpm (pHOG21) bei 23°C. Die Optimierungsstudien wurden beispielhaft mit der Expressions-
kassette des Konstruktes LS7NBDsII (Strep-aTFR-ETAII-NBD644-756-KDEL) durchgeführt. Bei den 
Stämmen JM83, Origami B und Rosetta konnten spezifische Translationsprodukte nur im Totalzell-
Lysat nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Optimierte Bedingungen für die beiden Vektortypen sind 
unterstrichen dargestellt. 
 
Für Grossexpressionen (3-4 Liter-Maßstab) wurden die relevanten Expressionskassetten 
aus pOPE101 in pHOG21 umkloniert, in E. coli JM109 transformiert und die Expression der 
Fusionsproteine unter optimierten Bedingungen zur Sekretion funktioneller Proteine entspre-
chend obigem Schema induziert (Abb. 9). Anschliessend wurden periplasmatische Extrakte 
gewonnen und im Western Blot unter Verwendung des anti-ETAII-Serums analysiert, wie 
beispielhaft in Abb. 10 für die Konstrukte LS5NBDsII, LS6NBDsII und LS7NBDsII gezeigt. 
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Generell war eine Abnahme der Proteinausbeute bei zunehmender Molekülgröße zu ver-
zeichnen; ein Befund, der in guter Übereinstimmung zu früheren Untersuchungen zur 
Expression rekombinanter Antikörper steht (Dübel und Kontermann, 2000).  
 
 
 
 
 
Abb. 10: Analyse periplasmatischer Extrakte 
Western-Blot-Analyse periplasmatischer Extrakte 
induzierter E. coli-Kulturen nach Streptactin/strep 
tag II-Chromatographie und SDS-PAGE (12%). 
Detektion mit anti-ETAII-Serum und Ziege-anti-
Kaninchen~HRP-Immunglobulinen. 
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Alle NBD-Peptidmodulator-Fusionsproteine (LS5-7NBDsII sowie LS5-7NBD∆L) konnten in 
ausreichender Menge für weiterführende funktionelle Tests aus bakteriellen Periplasma-
extrakten gewonnen werden. 
 
 
4.1.5  Alternative Produktionsmethoden 
 
4.1.5.1  Refolding 
 
Da die beiden Ligand Sneaking-Fusionsproteine LS4a und LS4b mit relativen Molmassen 
von 78 kDa bzw. 128 kDa nicht funktionell in E. coli produziert werden konnten, wurde als 
Alternative zur periplasmatischen Sekretion die Rückfaltung aus unlöslichen cytoplasma-
tischen Einschlusskörpern (refolding) versucht. Um den Erfolg dieser Strategie zu überprü-
fen, wurde sie zunächst am anti-Transferrinrezeptor-scFv-Fragment und dem daraus abge-
leiteten Ligand Sneaking-Grundfusionsprotein LS3 getestet. Beide Proteine wurden in E. coli 
exprimiert und die Zellen durch Ultraschall-Behandlung aufgeschlossen. Anschliessend wur-
den die cytoplasmatischen Proteine durch Inkubation in einem hochmolaren Harnstoffpuffer 
vollständig denaturiert und die Fusionsproteine durch immobilisierte Metallionen-Affinitäts-
chromatographie (IMAC) von bakteriellen Produkten abgetrennt. Nach Auftrennung der Pro-
teine durch SDS-PAGE konnten Banden in den erwarteten Größen von ca. 45 kDa für LS3 
und ca. 30 kDa für das scFv-Antikörperfragment nachgewiesen werden (Abb. 11). 
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Abb. 11: SDS-PAGE (12%) bakterieller Totalzell-Lysate von LS3 und aTFR-scFv nach IMAC 
unter denaturierenden Bedingungen. 
(A) Gesamtprotein-Färbung mittels Coomassie-Blue 
(B) Western Blot mit anti-V-His-Antikörpern und HRP~gekoppelten Ziege anti-Maus-Immunglobulinen 
Abkürzungen: aTFR-scFv: anti-Transferrinrezeptor-scFv-Antikörperfragment 
LS3: Expressionskassette aus pOPE101-His-aTFR-ETAII-KDEL 
 
Mit Hilfe eines Redoxpuffersystems wurde nun versucht, die Proteine durch schrittweises 
Entfernen des denaturierenden Agens zu renaturieren (Refolding; Uherek und Wels, 2001). 
Trotz hoher Ausbeuten von mehreren Milligramm pro Liter Bakterienkultur konnten nach dem 
Rückfaltungsprozess keine funktionellen Fusionsproteine im ELISA nachgewiesen werden 
(nicht gezeigt). Vielmehr wurde durch die Auftrennung der Proteine mittels Größen-
ausschlusschromatographie (Gelfiltration) ermittelt, dass diese nicht als Monomere, sondern 
in diversen multimeren Aggregatzuständen vorlagen. Ausserdem konnten zahlreiche kleinere 
Fragmente nachgewiesen werden (Abb 12). Aus diesem Grund wurde die Refolding-
Strategie nicht weiter verfolgt. 
 
~ 45 kDa (LS3)
~ 13 kDa~ 67 kDa~ 440 kDa ~ 670 kDa Absorption
OD
 
 m280 n
 
 
Abb. 12: Gelfiltration 
Gezeigt ist das Chromatogramm des Ligand Sneaking-Proteins LS3 nach dem Versuch, das Fusions-
protein nach initialer Denaturierung mit Hilfe eines Redoxpuffersystems rückzufalten. Die erwartete 
Größe von LS3-Monomeren beträgt ca. 45 kDa. Diese Position ist durch einen roten Pfeil markiert. 
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4.1.5.2  Expression in Insektenzellen 
 
Da der Faltungsapparat eukaryontischer Zellen im Vergleich zu Bakterien besser an die Pro-
duktion großer Proteine angepasst ist, wurde versucht, LS4a- und LS4b-Ligand Sneaking-
Fusionsproteine funktionell in Insektenzellen zu produzieren. Die Expressionskassette des 
Konstruktes LS4b wurde dazu in einen sekretorischen Baculotransfervektor (pAcGP67A) 
umkloniert. Das auf diese Weise generierte Plasmid pAcGP67A-LS4b wurde in Kombination 
mit DNA des Autographica californica nuclear polyhedrosis Baculovirus für die Kotransfektion 
von Sf9-Insektenzellen verwendet (Dr. M. Müller, Angewandte Tumorvirologie, Heidelberg). 
Drei Tage nach der Infektion wurden Proteine in der erwarteten Größe von 127 kDa isoliert 
und ihre Identität im Western Blot bestätigt (Abb 13). Allerdings konnte trotz Expressionsver-
suchen in verschiedenen Zelltypen (Sf9, H5), alternativen Zellaufschluss-Methoden (Ultra-
schall, French Press) und Verwendung unterschiedlicher Puffersysteme (Detergenz- und 
nicht-Detergenz-haltig) nur unlösliches Protein nachgewiesen werden (Abb. 13), so dass 
diese Konstrukte für Funktionsanalysen nicht zur Verfügung standen. 
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Abb. 13: Expression des Ligand Sneaking-Antikörperfusionsproteins LS4b in Sf9-Insekten-
zellen. 
8% SDS-PAGE nach Färbung mit PierceBlue (A) und Analyse im Western Blot mit anti-ETAII-Serum 
und Ziege anti-Kaninchen~HRP Immunglobulinen (B). M: Proteinmarker 
vor Zell-Lyse (1) Pellet 
(2) Medium-Überstand (10x) 
nach Zell-Lyse 
(3) Lysat löslicher Proteine 
(4) unlösliche Proteinfraktion im Pellet 
 
Stattdessen wurde mit den alternativ entwickelten kurzen und in löslicher Form in E. coli ex-
primierbaren NBD-Peptidmodulator-Fusionsproteinen weitergearbeitet. 
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4.1.6  Reinigung von Ligand Sneaking-Fusionsproteinen 
 
Rekombinante Ligand Sneaking-Fusionsproteine sind durch ein N-terminales 6his-tag ihrer 
VL-Domänen modifiziert und können daher mit Hilfe der immobilisierten Metallionen-Affi-
nitätschromatographie (IMAC, Lilius et al., 1991) aus periplasmatischen Extrakten konzen-
triert werden. Da die resultierenden IMAC-Elutionsfraktionen jedoch noch grosse Mengen 
kontaminierender histidinreicher E. coli-Proteine aufwiesen, wurde versucht, die Konstrukte 
in einem zweiten Schritt durch Anionen- (Mono Q) oder Kationenaustausch- (Mono S)-
Chromatographie aufzureinigen. Auch hier ergab sich zumeist eine unzureichende Abtren-
nung kontaminierender Fremdproteine, so dass die Expressionskassetten der Konstrukte 
LS5NBD, LS6NBD und LS7NBD um ein N-terminales strep-tag II ergänzt wurden. Die affi-
nitätschromatographische Aufreinigung mittels einer Streptactin-Superflow-Matrix erlaubte 
schliesslich die Isolierung rekombinanter Fusionsproteine in der gewünschten Reinheit. Das 
Aufreinigungsprofil eines Streptactin/strep-tag II-Chromatographielaufes sowie die nachge-
schaltete Analyse der gesammelten Fraktionen in einer SDS-PAGE ist am Beispiel des 
Ligand Sneaking-Fusionproteins LS7NBDsII dargestellt (Abb. 14 und 15). 
 
Absorption 
OD280 nm 
Elutions-Peak 
Wasch-Peak 
Durchfluss ungebundener Proteine 
(void protein) 
 
Abb. 14: Streptactin/strep-tag II-Chromatographie 
Konzentrierte periplasmatische Extrakte einer mit dem Plasmid LS7NBDsII/pHOG21 transformierten 
Bakterienkultur wurden auf die Säule gegeben. Nach einem Wasch-Schritt wurden spezifisch gebun-
dende Fusionsproteine kompetitiv eluiert (Elutions-Peak). 
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Abb. 15: Reinheit von Ligand Sneaking-Fusionsproteinen nach Aufreinigung durch Strep-
tactin/strep-tag II-Chromatographie bzw. IMAC am Beispiel von LS7NBDsII. 
(A) Elutionsprofil nach Streptactin/strep-tag II-Chromatographie; 12% SDS-PAGE; PierceBlue-Fär-
bung 
(B) Elutionsprofil von (A) im Western Blot; Nachweisantikörper: anti-ETAII-Serum und Ziege-anti-
Kaninchen~HRP-Antikörper 
(C) Elutionsfraktion von LS7NBDsII nach Streptactin/strep-tag II-Chromatographie und im Vergleich 
zur Reinheit nach IMAC; 12% SDS-PAGE; PierceBlue-Färbung 
Als Ausgangsmaterial für beide Aufreinigungsmethoden dienten periplasmatische Extrakte aus über 
Nacht induzierten E. coli JM109-Kulturen, die mit dem Plasmid pHOG21-LS7NBDsII transfiziert wur-
den. 
 
Sämtliche Ligand Sneaking-Fusionsproteine wurden nach der Expression und chromato-
graphischen Aufreinigung mittels SDS-PAGE aufgetrennt, in der PierceBlue-Färbung auf 
Reinheit und im Western Blot auf ihre Identität hin überprüft.  Die Ausbeuten an aufgerei-
nigtem löslichem Protein aus periplasmatischen E. coli-Extrakten lagen im Bereich von 20-35 
µg pro Liter Bakterienkultur. 
 
 
4.1.7  Antigenbindungsaktivität periplasmatischer Extrakte 
 
Um zu überprüfen, ob das anti-Transferrinrezeptor scFv-Antikörperfragment auch nach 
Kopplung an diverse heterologe Fusionsanteile seine Bindungsaktivität beibehält, wurden 
sämtliche Ligand Sneaking-Vorstufen und Endklone im ELISA auf ihre Fähigkeit zur Anti-
genbindung analysiert. Grundsätzlich zeigte sich, dass bei allen periplasmatisch sekretier-
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baren Konstrukten die Aktivität ihres Ausgangsantikörpers erhalten blieb (Abb. 16). Auch 
eine Verkürzung des 5‘-ETAII-Linkers an der Verbindungsstelle zwischen scFv und ETAII-
Domäne von 8 auf 2 Aminosäuren (∆L-Konstruktvarianten) hatte keine signifikante Verände-
rung der Bindungseigenschaft der Fusionsproteine zur Folge (nicht gezeigt). Die höchsten 
ELISA-Signale und damit maximale Ausbeuten an korrekt gefaltetem und funktionellem 
Protein wurde bei pOPE101-Derivaten nach Induktion mit 20 µM IPTG, bei pHOG21-
Derivaten nach Induktion mit 100 µM IPTG und Expression bei Raumtemperatur erzielt. Hö-
here IPTG-Konzentrationen hatten zwar zum Teil die Expression einer größeren Protein-
menge zur Folge, jedoch wurde in diesem Fall keine weitere Steigerung der Produktion 
funktioneller Proteine nachgewiesen. Stattdessen hatte die größere IPTG-Menge eine ver-
mehrte Bildung nicht-prozessierter Fragmente und unlöslicher Aggregate zur Folge; Be-
obachtungen, die in guter Übereinstimmung zu früheren Ergebnissen für die Produktion 
rekombinanter Antikörper stehen (Dübel et al., 1992). 
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Abb. 16: ELISA zur Analyse der Antigenbindungsaktivität periplasmatischer Extrakte des aTFR 
scFv-Fragmentes und verschiedener daraus abgeleiteter Ligand Sneaking-Fusionsproteine. 
Je 0,1 µg humaner Transferrinrezeptor (CD71) pro well wurde immobilisiert und mit den verschie-
denen Konstrukten inkubiert. Gebundene Fusionsproteine wurden durch anti-ETAII-Serum in Kombi-
nation mit HRP-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobulinen nachgewiesen. Die Detektion 
des aTFR scFv-Fragmentes erfolgte durch einen anti-V-His-Antikörper in Kombination mit einem 
Ziege-anti-Maus~HRP-Konjugat. Als Negativkontrolle diente Periplasmaextrakt einer nicht-induzierten 
Kultur. Positivkontrolle: Sigma anti-CD71 mAb. 
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4.1.8  Spezifische Bindung von Ligand Sneaking-Fusionsproteinen an den 
humanen Transferrinrezeptor 
 
Die spezifische Bindung der verschiedenen Ligand Sneaking-Fusionsproteine an den huma-
nen Transferrinrezeptor wurde in einem Kompetitions-ELISA untersucht. Dazu wurden die 
Konstrukte in E. coli produziert, aus periplasmatischen Extrakten aufgereinigt und im ELISA 
auf dem immobilisierten Antigen (hTFR) eingesetzt. Als Kompetitor diente das nach dem 
selben Schema exprimierte und aufgereinigte scFv-Fragment. Die einzusetzende Kon-
struktmenge als Startpunkt für die Kompetition wurde zunächst in einem vorgeschalteten  
Antigen-ELISA optimiert. Die ermittelte Fusionsprotein-Konzentration wurde nun konstant 
gehalten, während die Kompetitor-Konzentration schrittweise erhöht wurde. Eine abneh-
mende Intensität des Fusionsprotein-Signals bei zunehmender scFv-Konzentration zeigte die 
epitopspezifische Bindung des Fusionsproteins an den humanen Transferrinrezeptor an. 
Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Abb. 17 gezeigt. 
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Abb. 17: Nachweis der spezifischen Bindung von Ligand Sneaking-Konstrukten an den 
humanen Transferrinrezeptor (CD71). 
Die Zahlen über den Balken entsprechen der prozentualen Signalreduktion bei Nachweis des Fu-
sionsproteins beim jeweils eingesetzten molaren Kompetitorüberschuss (aTFR-scFv). 
Humaner Transferrinrezeptor (CD71-Antigen) wurde in einer Menge von 0,1 µg/well vor-gecoated. Die 
Menge an Fusionsprotein ist konstant, die Menge an aTFR-scFv ansteigend. Der Nachweis des Fu-
sionsproteins erfolgte mittels anti-ETAII-Serum und Detektion über Ziege anti-Kaninchen~HRP-Anti-
körper. Negativkontrollen: ohne Fusionsprotein; ohne CD71-Antigen/mit Fusionsprotein, aTFR scFv 
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allein; jeweils anti-ETAII-Nachweis. Als Positivkontrolle (+ Kontr.) diente ein kommerzielles anti-CD71 
Immunglobulin. 
 
Entsprechend der Ergebnisse im Antigen-ELISA ergab auch der Einsatz der ∆L-Konstrukt-
varianten im Kompetitions-ELISA eine signifikante Reduktion der Signale bei ansteigender 
Kompetitorkonzentration; ein Hinweis, der für die funktionelle Ausbildung des Antikörper-
Anteils der Fusionsproteine unabhängig von der Länge des intramolekularen Linkerpeptids 
zwischen der scFv- und ETAII-Domäne spricht. Für die nachfolgenden Funktionsassays 
wurde daher auf die Verwendung der ∆L-Varianten der NBD-Modulator-Fusionsproteine ver-
zichtet. 
 
Um die Ergebnisse der ELISA-Kompetition zu bestätigen (Abb. 17), wurde weiterhin ein 
Kompetitionsexperiment mit dem natürlichen TFR-Liganden Transferrin auf HeLa-Zellen 
durchgeführt. Die Zellen wurden hierfür über Nacht auf Objektträgern anwachsen gelassen 
und anschliessend für 2 h bei 4°C mit dem Ligand Sneaking-Konstrukt LS5NBDsII allein oder 
in Kombination mit einem Überschuss an Transferrin (Kompetitor) inkubiert. Bereits bei 
einem 5-fachen molaren Kompetitor-Überschuss konnte eine deutliche Reduktion der 
Konstruktbindung an die Zellen gezeigt werden (Abb. 18). Das Ergebnis legt nahe, dass 
Transferrin in der Lage ist, die Bindung von Ligand Sneaking-Fusionsproteinen an den 
humanen Transferrinrezeptor zu blockieren und bestätigt die spezifische Bindung beider 
Molekülklassen an  hTFR. Dieser Befund ist konsistent mit den Ergebnissen aus Abb. 17.  
 69
   
  Ergebnisse 
Ligand Sneaking-Konstrukt Ligand Sneaking-Konstrukt
+ Transferrin (Kompetitor)
Negativkontrolle
Kernebene KernebeneZelloberfläche Zelloberfläche
BA D
E
C
 
Abb. 18: Immunfluoreszenz: Inkubation von HeLa-Zellen mit Ligand Sneaking-Konstrukt 
LS5NBDsII allein und in Kombination mit Transferrin (Tf) 
(A) und (B) Inkubation der Zellen mit LS5NBDsII 
(C) und (D) Inkubation der Zellen mit LS5NBDsII und 5-fachem molarem Tf-Überschuss 
(E) Negativkontrolle ohne LS5NBDsII-Konstrukt; Nachweis entsprechend (A-D) 
Die Inkubationszeit betrug 2 h bei 4°C. Identische Mengen LS5NBDsII-Konstrukt wurden eingesetzt. 
Blick jeweils in die Kernebene und auf die Zelloberfläche. Der Nachweis des Fusionsproteins erfolgte 
durch anti-ETAII-Serum, welches mit einem Ziege-anti-Kaninchen~Alexa 488 Immunglobulin-Konjugat 
detektiert wurde. Die Zellkerne wurden mit Hoechst anti nucleic acid stain gegengefärbt. Maßstab 
10µm. Aufnahmen mit Zeiss LSM510-Konfokalmikroskop. 
 
 
4.1.9  Transferrinrezeptor-vermittelte Endozytose von Ligand Sneaking-
Konstrukten 
 
Die spezifische Aufnahme von Ligand Sneaking-Konstrukten durch Transferrinrezeptor-
vermittelte Endozytose wurde mit Hilfe der Konfokalmikroskopie untersucht. Hierfür wurden 
die entsprechenden Konstrukte in E. coli exprimiert und mittels Streptactin/strep-tag II-
Chromatographie zu einer Reinheit von über 90% (abgeschätzt gemäß PierceBlue-Färbung) 
aufgereinigt. HeLa-Zellen wurden für 2 h mit den aufgereinigten Konstrukten bei 37°C inku-
biert. Kontrollzellen wurden über den selben Zeitraum bei 4°C mit den Konstrukten inkubiert; 
eine Temperatur, bei welcher die rezeptorvermittelte Endozytose drastisch reduziert ist (Lee 
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et al., 2001). Anschliessend wurden die Zellen gewaschen, fixiert, permeabilisiert und wie 
unter Punkt 3.2.4.6 beschrieben weiterbehandelt. Als Negativkontrolle diente das komplette 
Nachweissystem (anti-ETAII-Serum + Ziege-anti-Kaninchen~Alexa 488-Antikörper) ohne 
Konstrukt, als Positivkontrolle ein kommerzieller anti-CD71-Antikörper in Kombination mit 
einem Ziege anti-Maus~Alexa 546-Konjugat. Die Zellkerne wurden mit Hoechst anti nucleic 
acid stain gegengefärbt. Die immunfluoreszenzmikroskopische Auswertung ist in Abb. 19 
dargestellt. 
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Abb. 19: Immunfluoreszenz: Inkubation von HeLa-Zellen mit Ligand Sneaking-Konstrukt 
LS5NBDsII bei 37°C und 4°C zur Untersuchung der Transferrinrezeptor-vermittelten Endo-
zytose. 
(A) und (B): 37°C-Inkubation mit LS5NBDsII-Konstrukt für 2 h  
(C) 2 h-Inkubation von Kontrollzellen ohne LS5NBDsII-Konstrukt; Nachweis entsprechend (A, B, D, E) 
(D) und (E): 4°C-Inkubation mit LS5NBDsII-Konstrukt für 2 h 
Der Nachweis des Fusionsproteins erfolgte durch anti-ETAII-Serum, welches von einem Alexa 488-
konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper detektiert wurde. Die Zellkerne wurden mit Hoechst anti 
nucleic acid stain visualisiert. TFR: Transferrinrezeptor. Maßstab 10µm. Aufnahmen mit Zeiss 
LSM510. 
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Die Auswertung der Fluoreszenzdaten erbrachte einen klaren Unterschied in der Verteilung 
des Ligand Sneaking-Konstruktes bei den verschiedenen Temperaturen: während sich bei 
der 4°C-Inkubation der Großteil des LS5NBDsII-Proteins auf der Zelloberfläche befindet, 
zeigt die 37°C-Inkubation ein „fleckiges“, über den gesamten Zellkörper verteiltes Fluores-
zenzmuster, ein Befund, der typisch für endozytierte Liganden ist (Wei et al., 1998, Lee et 
al., 2001). Dieses Ergebnis bestätigt die Notwendigkeit eines aktiven Metabolismus der Ziel-
zelle, um einen gerichteten Transport von Ligand Sneaking-Proteinliganden in das Zellinnere 
durch Transferrinrezeptor-vermittelte Endozytose zu ermöglichen. 
 
 
4.1.10  Intrazelluläre Verteilung von endozytierten Ligand Sneaking-Fusions-
proteinen 
 
Um die intrazelluläre Verteilung von Ligand Sneaking-Proteinen in ihren Zielzellen zu ana-
lysieren, wurden Kolokalisationsexperimente mit dem natürlichen TFR-Liganden Transferrin 
(Tf) durchgeführt. Hierzu wurden die Konstrukte in E. coli exprimiert, aufgereinigt und für 
verschiedene Zeiten bei 37°C mit Alexa 633-konjugiertem Transferrin auf HeLa-Zellen ko-
inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen wie im vorigen Kapitel beschrieben fixiert, per-
meabilisiert und die entsprechenden Antikörpernachweise durchgeführt. Im Konfokal-
mikroskop wurden die jeweiligen Emissionswellenlängen detektiert und die Signale von 
Ligand Sneaking-Konstrukt und Transferrin überlagert (Abb. 20). 
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Abb. 20: Immunfluoreszenz: Intrazelluläre Verteilung und Kolokalisation von Ligand Sneaking-
Fusionsprotein LS5NBDsII und Transferrin. 
(A, D): Verteilung von Ligand Sneaking-Fusionsprotein LS5NBDsII, Detektion durch anti-ETAII-Serum 
und Alexa 488-konjugierte Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper. 
(B, E): Verteilung von Tf (Transferrin~Alexa 633-Konjugat) 
(C, F, H): Überlagerung der Alexa 488- und 633-Signale. Kolokalisation beider Proteine in gelb. 
Die Koinkubation erfolgte für 15 min (A-C) oder 2 h (D, E, F, H) bei 37°C. G: Inkubation von Kontroll-
zellen ohne LS5NBDsII-Konstrukt/Transferrin. Die Lage der Zellkerne wurde bei C, F und G mit Hilfe 
von Hoechst anti nucleic acid stain dargestellt. Maßstab 10µm. Aufnahmen mit Zeiss LSM510. 
 
Im Falle des Ligand Sneaking-Konstruktes lässt sich mit ansteigender Inkubationszeit ein 
deutlicher Akkumulationseffekt beobachten: während kurz nach Applikation des Fusions-
proteins (15 min-Zeitpunkt) der weitaus größte Teil oberflächenassoziiert vorliegt, befindet 
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sich das Protein nach zweistündiger Inkubation vor allem intrazellulär (A vs. D, vgl. Pfeile). 
Ein ähnlicher Effekt ist in etwas geringerer Ausprägung auch bei der Endozytose von 
Transferrin zu sehen (B und E). Werden nun beide Signale überlagert (C und F/H; overlay), 
zeigt sich in einigen oberflächennahen Bereichen eine Kolokalisation (gelb) von Ligand 
Sneaking-Protein und Transferrin, was durch den identischen Aufnahmemechanismus beider 
Proteine zu erklären ist. Ein Teil des Fusionsproteins befindet sich nach zweistündiger 
Koinkubation aber auch ausserhalb Tf-haltiger Kompartimente; ein Hinweis dafür, dass 
Ligand Sneaking-Konstrukte den endosomalen Pathway verlassen können. 
 
 
4.1.11 Aktivität der Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A Translokations-
domäne (ETAII) in Ligand Sneaking-Fusionsproteinen  
 
Da die zytotoxische Aktivität von Wildtyp-Pseudomonas Exotoxin A (PE) von einer niedrigen 
pH-Umgebung abhängig ist (< pH 5,5), kann diese durch die Inhibition der endosomalen An-
säuerung mit Hilfe spezifischer Inhibitoren signifikant reduziert werden (Umata et al., 1990). 
Um zu überprüfen, ob die PE-Translokationsdomäne (ETAII) funktionell aktiv ist und einen 
Beitrag zur Transfektionseffizienz chimärer Ligand Sneaking-Proteine leistet, wurde die 
intrazelluläre Verteilung des LS5NBDsII-Konstruktes in Anwesenheit eines Inhibitors der 
endosomalen Ansäuerung konfokalmikroskopisch untersucht. Hierzu wurden HeLa-Zellen für 
15 min mit Nigericin (5µM) behandelt, bevor die Zellen für 2 h bei 37°C mit dem Ligand 
Sneaking-Fusionsprotein LS5NBDsII inkubiert wurden. Als Carbonsäure-haltige Ionophore 
fördert Nigericin den Austausch monovalenter Kationen durch biologische Membranen und 
behindert somit die vakuoläre Ansäuerung. Kontrollzellen wurden mit LS5NBDsII ohne 
Nigericin inkubiert. 
Die Auswertung der Versuche erbrachte deutliche Unterschiede im intrazellulären Vertei-
lungsmuster des Fusionsproteins: während das Konstrukt im Falle der unbehandelten Zellen 
sowohl eine vesikuläre (endosomale) als auch homogene cytoplasmatische Verteilung zeigt, 
befindet es sich beim Nigericin-Ansatz nahezu ausschliesslich innerhalb von Endosomen 
(Abb. 21). Dieses Ergebnis macht deutlich, dass die endosomale Ansäuerung  
Voraussetzung für einen effizienten Proteintransfer von Ligand Sneaking-Konstrukten in das 
Cytoplama darstellt und weist darauf hin, dass die ETAII-Translokationsdomäne des 
Fusionsproteins in einer dem nativen Toxin ähnlichen Weise agiert.  
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Abb. 21: Die Aktivität der ETAII-Domäne aus P. aeruginosa ist Voraussetzung für die korrekte 
intrazelluläre Verteilung von Ligand-Sneaking-Fusionsproteinen. 
(A) Fluoreszenzmuster des LS5NBDsII-Konstruktes nach Inkubation auf HeLa-Zellen. 
(B) Verteilungsmuster des LS5NBDsII-Konstruktes nach Inkubation auf HeLa-Zellen, die vor der 
Konstruktapplikation für 15 min mit 5 µM Nigericin behandelt wurden. 
(C) Inkubation entsprechend (B) ohne LS5NBDsII-Konstrukt. 
Inkubationszeit: 2 h bei 37°C. Der Nachweis des Fusionsproteins erfolgte durch anti-ETAII-Serum, 
welches von einem Alexa 488-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobulin detektiert wurde. Die 
Zellkerne wurden mit Hoechst anti nucleic acid stain gegengefärbt. Maßstab 10µm. Aufnahmen mit 
Zeiss LSM510. 
 
 
4.1.12  Funktionalität des Modulators in Ligand Sneaking-Fusionsproteinen 
 
Die Funktionalität des NBD-Peptidmodulators in Ligand Sneaking-Fusionsproteinen nach 
erfolgreicher Endozytose und Endosomen-escape wurde mit Hilfe eines NF-kappaB-
Reporterassays untersucht. Hierzu wurden HeLa-Zellen im Labor von Dr. Reinhard 
Voll/Universität Erlangen transient mit einem NF-kappaB-Luciferasereporter (pB2x-luc) 
transfiziert und zur Expression des Reporters für 24 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die 
Zellen für 2 h in Triplikaten mit gereinigten Ligand Sneaking-Konstrukten inkubiert und an-
schliessend zur Aktivierung der NF-kappaB-Signalkaskade für weitere 3 h mit dem pro-
inflammatorischen Zytokin IL-1beta stimuliert. Kontrollzellen wurden ohne Ligand Sneaking-
Konstrukt bzw. mit dem aTFR-scFv-Antikörperfragment inkubiert. Nach Lyse der Zellen und 
Zugabe von Luciferase-Substratlösung erfolgte die Messung der NF-kappaB-Aktivität in 
einem Luminometer. Die Ergebnisse des NF-kappaB-Reporterassays sind in Abb. 22 darge-
stellt. 
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Abb. 22: NF-kappaB-Reporterassay 
Nach Transfektion mit pB2x-luc wurden HeLa-Zellen wahlweise ohne, mit 30 µg/ml (1,3µM) bzw. 80 
µg/ml (3,4µM) Ligand Sneaking-Fusionsprotein LS5NBDsII inkubiert. Als Kontrolle diente das aTFR-
scFv-Antikörperfragment. Die prozentuale Signaländerung im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-
zellen ist über den Balken angegeben. Konfidenzwerte wurden mit der Student’schen t-Test-Methode 
berechnet. Inkubationsdauer mit LS5NBDsII: 2h, anschliessend Aktivierung mit IL1-beta für 3h. Die 
NF-kappaB-Aktivität wurde in relativen Lichteinheiten (relative light units, RLU) gemessen und auf die 
jeweilige Proteinkonzentration normiert. 
 
In Abb. 22 zeigt sich im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen eine deutliche Abnahme 
der NF-kappaB-Aktivität mit zunehmender Ligand Sneaking-Konstruktkonzentration. Insge-
samt konnte die Aktivität des Transkriptionsfaktors bei einer eingesetzten Konzentration von 
80 µg/ml LS5NBDsII-Fusionsprotein um mehr als 50% reduziert werden. Im Fall von 
LS7NBDsII verringerte sich die Aktivität bei einer eingesetzten Konzentration von 15 µg/ml 
um 22,4% (nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu bewirkt das aTFR-scFv-Antikörperfragment 
allein keine Abnahme der NF-kappaB-Aktivität. Hieraus kann geschlossen werden, dass der 
NF-kappaB-inhibierende Effekt nicht durch das Antikörperfragment an sich, sondern nur im 
Kontext des Fusionsproteins erreicht werden kann. 
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4.1.13  Generierung eines rekombinanten Antikörperfragmentes gegen ein 
Nierenzellkarzinom-spezifisches internalisierendes Tumorantigen 
 
Der Transferrinrezeptor (TFR) wird von praktisch allen malignen Tumoren überexprimiert. 
Daneben exprimieren aber auch die meisten normalen Zellen TFR je nach Proliferations-
zustand in unterschiedlichem Ausmaß. Für ein hochspezifisches Tumor-Targeting im Rah-
men eines Ligand Sneaking-Ansatzes sollte daher ein alternatives Antikörperfragment gegen 
ein Antigen entwickelt werden, das möglichst ausschliesslich auf Tumorzellen vorhanden ist. 
Das G250-Antigen, ein Transmembranprotein, das als Karbonische Anhydrase vom Typ 9 
identifiziert wurde (G250/MN/CA9; Li et al., 2001), ist ein solches Antigen. Es kommt auf 
über 90% aller klarzelligen Nierenzellkarzinome vor, dem häufigsten Subtyp maligner 
Nierentumoren (Staehler und Pomer, 1997), nicht jedoch auf gesunden Nierenzellen und den 
meisten normalen Geweben (Oosterwijk, 1986). Mit 150000 bis 600000 Molekülen pro Zelle 
sind die Expressionsraten auf malignem Nierengewebe beachtlich (Kranenborg et al., 1997), 
so dass das G250-Antigen ein ideales Zielmolekül für gerichtete Therapien des Nierenzell-
karzinoms darstellt. 
 
 
4.1.13.1  Klonierung der Antikörpergene aus einer Hybridom-Zellinie 
 
Für die Gewinnung des anti-G250 scFv-Antikörperfragmentes wurde zunächst mRNA aus 
G250-Hybridomzellen (Oosterwijk et al., 1986) im Labor von Prof. Egbert Oosterwijk 
(University Medical Center Nijmegen, Holland) isoliert, mittels Reverser Transkriptase in 
cDNA umgeschrieben und zur Verfügung gestellt. Die synthetisierte cDNA wurde in einer 
anschliessenden PCR als template für die selektive Amplifikation der kodierenden Bereiche 
der variablen Regionen von leichter und schwerer Kette des monoklonalen anti-G250-Anti-
körpers verwendet. Dabei kamen Maus-Immunglobulin-spezifische Primer zum Einsatz 
(Dübel et al., 1994; Zhou et al., 1994). Mittels der VH-spezifischen forward-Primer MHV.B1, 
MHV.B8, MHV.B9 und MHV.B12 konnten in Kombination mit dem reverse-Primer MHC.F 
vier PCR-Produkte generiert werden. Im Falle des VL-kappa-spezifischen Primersatzes wur-
den insgesamt neun PCR-Produkte gewonnen (forward-Primer MKV.B1 bis MKV.B10 ausser 
MKV.B7 in Kombination mit reverse-Primer MKC.F), sowie ein Amplifikationsprodukt mit der 
VL-lambda-spezifischen Primerkombination MLV.B und MLC.F. Alle PCR-Produkte wiesen 
die erwartete Größe für variable Antikörper-Regionen von etwa 400 bp auf. In einer zweiten 
PCR wurden die gewonnenen Amplifikationsprodukte unter Einführung flankierender Schnitt-
stellen für die Restriktionsenzyme NcoI und HindIII im Falle von VH sowie MluI und NotI im 
Fall von VL reamplifiziert (nicht gezeigt). 
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Nachfolgende analytische Restriktionsanalysen sowie die Sequenzierung sämtlicher PCR-
Produkte bestätigten zunächst die Gleichheit aller VH-Fragmente und Verschiedenheit aller 
VL-Fragmente. Ein Vergleich der erhaltenen Primärstrukturen mit bekannten Antikörper-
sequenzen aus verschiedenen Datenbanken, u.a. der NIH- und Kabat Antibody Sequence-
Datenbanken, ergab, dass es sich im Falle der leichten variablen Ketten bis auf VL-kappa 10 
(Primerkombination MKV.B10 und MKC.F, Klon 10/6) um Pseudogene handelte. Dieser Be-
fund wurde durch die Analyse der zugehörigen Proteinsequenzen mit Hilfe der SWISS-
PROT Protein Sequence Database bestätigt. Der Vergleich von VH und VL-kappa 10 mit den 
oben genannten Datenbanken ergab sowohl auf Nukleotid- als auch Proteinebene eine hohe 
Homologie (> 95%) zu bereits bekannten Maus-Immunglobulingenen des Typs VH bzw. VL-
kappa. Mit Hilfe der Kabat-Terminologie (Kabat und Wu, 1991) konnten die komple-
mentaritäts-bestimmenden Regionen (CDRs) aus den erhaltenen Primärstrukturen ermittelt 
werden (Abb. 23). 
 
             NcoI 
                | 
         CAGCCGGCCATGGGGGAGGTGAAGCTGGTGGAATCTGGGGGAGGCTTAGTGAAACTCGGA 
       1 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60 
         GTCGGCCGGTACCCCCTCCACTTCGACCACCTTAGACCCCCTCCGAATCACTTTGAGCCT 
  
         Q  P  A  M  G  E  V  K  L  V  E  S  G  G  G  L  V  K  L  G   - 
  
         GGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAATTATTACATGTCT 
      61 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120 
         CCCAGGGACTTTGAGAGGACACGTCGGAGACCTAAGTGAAAGTCATTAATAATGTACAGA 
  
         G  S  L  K  L  S  C  A  A  S  G  F  T  F  S  N  Y  Y  M  S   - 
  
         TGGGTTCGCCAGACTCCAGAGAAGAGGCTGGAGTTGGTCGCAGCCATTAATAGTGATGGT 
     121 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180 
         ACCCAAGCGGTCTGAGGTCTCTTCTCCGACCTCAACCAGCGTCGGTAATTATCACTACCA 
  
         W  V  R  Q  T  P  E  K  R  L  E  L  V  A  A  I  N  S  D  G   - 
  
         GGTATCACCTACTATCTAGACACTGTGAAGGGCCGATTCACCATTTCAAGAGACAATGCC 
     181 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240 
         CCATAGTGGATGATAGATCTGTGACACTTCCCGGCTAAGTGGTAAAGTTCTCTGTTACGG 
  
         G  I  T  Y  Y  L  D  T  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A   - 
  
         AAGAACACCCTGTACCTGCAAATGAGCAGTCTGAAGTCTGAGGACACAGCCTTGTTTTAC 
     241 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300 
         TTCTTGTGGGACATGGACGTTTACTCGTCAGACTTCAGACTCCTGTGTCGGAACAAAATG 
  
         K  N  T  L  Y  L  Q  M  S  S  L  K  S  E  D  T  A  L  F  Y   - 
  
         TGTGCAAGACACCGCTCGGGCTACTTTTCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTC 
     301 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360 
         ACACGTTCTGTGGCGAGCCCGATGAAAAGATACCTGATGACCCCAGTTCCTTGGAGTCAG 
         C  A  R  H  R  S  G  Y  F  S  M  D  Y  W  G  Q  G  T  S  V   - 
  
 78
   
  Ergebnisse 
 
                                 HindIII                         MluI 
                                       |                            | 
         ACCGTCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCAAAGCTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCA 
     361 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420 
         TGGCAGAGGAGTCGGTTTTGCTGTGGGGGTTTCGAACTTCTTCCACTTAAAAGTCTTCGT 
  
         T  V  S  S  A  K  T  T  P  P  K  L  E  E  G  E  F  S  E  A   - 
  
         CGCGTAGACATTcTGATGACCCAGTCTCAAAGATTCATGtCCaCAaCAGTAGGAGACAGG 
     421 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480 
         GCGCATCTGTAAgACTACTGGGTCAGAGTTTCTAAGTACaGGtGTtGTCATCCTCTGTCC 
  
         R  V  D  I  L  M  T  Q  S  Q  R  F  M  S  T  T  V  G  D  R   - 
  
         GTCAGCATCACTTGCAAGGCCAGTCAGAATGTGGTTTCTGCTGTTGCCTGGTATCAACAG 
     481 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 540 
         CAGTCGTAGTGAACGTTCCGGTCAGTCTTACACCAAAGACGACAACGGACCATAGTTGTC 
         V  S  I  T  C  K  A  S  Q  N  V  V  S  A  V  A  W  Y  Q  Q   - 
  
         AAACCAGGaCAATCTCCTAAACTACTGATTTACTCAGCATCCAATCGGTACACTGGAGTC 
     541 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600 
         TTTGGTCCtGTTAGAGGATTTGATGACTAAATGAGTCGTAGGTTAGCCATGTGACCTCAG 
  
         K  P  G  Q  S  P  K  L  L  I  Y  S  A  S  N  R  Y  T  G  V   - 
  
 
         CCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATTAGCAATATG 
     601 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 660 
         GGACTAGCGAAGTGTCCGTCACCTAGACCCTGTCTAAAGTGAGAGTGGTAATCGTTATAC 
  
         P  D  R  F  T  G  S  G  S  G  T  D  F  T  L  T  I  S  N  M   - 
  
         CAGTCTGAAGACCTGGCTGATTTTTTCTGTCAACAATATAGCAACTATCCGTGGACGTTC 
     661 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 720 
         GTCAGACTTCTGGACCGACTAAAAAAGACAGTTGTTATATCGTTGATAGGCACCTGCAAG 
  
         Q  S  E  D  L  A  D  F  F  C  Q  Q  Y  S  N  Y  P  W  T  F   - 
  
                                                             NotI 
                                                                | 
         GGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCCGCGGCC 
     721 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 780 
         CCACCTCCGTGGTTCGACCTTTAGTTTGCCCGACTACGACGTGGTTGACATAGGCGCCGG 
  
         G  G  G  T  K  L  E  I  K  R  A  D  A  A  P  T  V  S  A  A   - 
  
         GCTGGATCCGAACAAAAGCTGATCTCAGAAGAAGaCCTAAACTCACATCACCATCACCAT 
     781 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 840 
         CGACCTAGGCTTGTTTTCGACTAGAGTCTTCTTCtGGATTTGAGTGTAGTGGTAGTGGTA 
  
         A  G  S  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  N  S  H  H  H  H  H   - 
  
         CACTAA 
     841 ------ 846 
         GTGATT 
  
         H  *    
 
Abb. 23: Sequenzen der klonierten VH und VL-PCR-Produkte und der daraus abgeleiteten anti-  
G250 scFv-Primärstruktur (Klon 10/6). 
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Die Identifizierung der CDR-Regionen erfolgte nach Kabat und Wu (1991, www.bioinf.org.uk/abs/). 
Rot: CDR1; Grün: CDR2; Purpur: CDR3; jeweils der schweren und leichten variablen Domäne, 
separiert durch das Yol-Linkerpeptid (gelb); Ein C-terminales c-myc-und 6his-tag (beide grau) dienen 
zur spezifischen Detektion bzw. affinitätschromatographischen Aufreinigung. 
 
Auf der Grundlage der Primärstrukturen der VH- und VL-Domänen konnte unter Verwendung 
des Web Antibody Modeling-Programmes (WAM) ein dreidimensionales Modell des anti-
G250 scFv-Antikörperfragmentes erstellt werden (Abb. 24). 
Antigenbindungstasche 
H2
H1L3
L1
variable 
Domäne der 
leichten 
Kette 
L2
H3
variable 
Domäne der
schweren 
Kette 
C(VL) C(VH) 
 
Abb. 24: 3D-Strukturmodell des anti-G250 scFv-Antikörperfragmentes. 
Das Modell wurde auf der Grundlage der Primärstrukturen der beiden variablen Fv-Domänen unter 
Zuhilfenahme des Web Antibody Modeling-Programmes (WAM 2,0; www.antibody.bath.ac.uk) erstellt 
und mit dem Programm Rasmol ausgearbeitet. Dargestellt ist das αC-Atom-Gerüst, das die Struktur 
der β-Faltblattabschnitte verdeutlicht. Die Kontaktfläche zum G250/MN/CA9-Antigen wird von den 
sechs Peptidschleifen der hypervariablen Regionen (CDRs) gebildet. Diese sind im Fall der variablen 
Domäne der leichten  Kette mit L1 bis L3, im Fall der schweren Kette mit H1 bis H3 gekennzeichnet. 
 
 
4.1.13.2  Vektorkonstruktion 
 
Zur Produktion des anti-G250 scFv-Antikörpers wurden die Genfragmente der variablen 
leichten und schweren Domänen im Vektor pHOG21 kombiniert. Dieser Vektor wurde für die 
Expression löslicher Antikörperfragmente in E. coli optimiert (Kipriyanov et al., 1997). Zuerst 
wurde VL über die Schnittstellen MluI und NotI, anschliessend VH über NcoI und HindIII in 
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pHOG21 eingefügt. Eine im initialen VH-PCR-Produkt enthaltene HindIII-Schnittstelle wurde 
zuvor durch PCR-Mutagenese an der dritten Kodonposition ohne Aminosäuresubstitution 
(AAGCTT > AAGCTG) deletiert. Die N-terminal fusionierte pelB-Signalsequenz aus Erwinia 
carotovora ermöglicht die Sekretion des Translationsproduktes in den periplasmatischen 
Raum (Lei et al., 1987). Das 18 Aminosäuren umfassende Linkerpeptid zwischen dem C-
Terminus der VH- und dem N-Terminus der VL-Domäne setzt sich aus den ersten Amino-
säuren der CH1-Domäne des monoklonalen anti-G250-Antikörpers sowie dem linearen α-
Tubulin-Epitop EEGEFSEAR (Yol-tag) des monoklonalen Antikörpers Yol1/34 zusammen 
(Kilmartin et al., 1982; Breitling und Little, 1986). Es sorgt für eine erhöhte Flexibilität und 
Faltungseffizienz beider Ketten. Zwei weitere tags dienen zur Detektion und Aufreinigung 
des Fusionsproteins (Dübel et al., 1992, Macieira et al., 2003): ein kurzes Peptid des hu-
manen Protoonkogens c-myc am Ende der VL-Domäne beinhaltet das lineare Epitop 
EQKLISEEDL des monoklonalen Antikörpers Myc1-9E10 (Evan et al., 1985), bevor sechs 
Histidine das Fusionsprotein abschliessen (Abb. 25).  
 
AmpR
 
XbaI
T7- 
Terminator
IR
pHOG21- 
V e k t o r 
(~ 3,7 bp) 
 
    Wildtyp lac-Promotor                             
EcoRI
BamHI
NotI
VLscFv anti-G250 VH
HindIII MluINcoI
XhoIColE1
Legende: 
Ribosomenbindestelle 
pelB-Signalsequenz 
Yol-Linkerpeptid 
c-myc-Epitop 
6his-tag 
 
Abb. 25: Schematische Darstellung der anti-G250 scFv-Expressionskassette (Klon 10/6) 
AmpR: β-Lactamasegen für die Ampicillin- bzw. Carbenicillinresistenz; c-myc: Epitop des monoklona-
len Antikörpers Myc1-9E10; 6his-tag: für 6 Histidine kodierende Nukleotidsequenz; IR: intergenic 
region des Phagen f1; ColE1: origin of DNA replication; pelB: Signalsequenz der bakteriellen Pectat-
lyase zur Sekretion des Translationsproduktes in den periplasmatischen Raum; scFv anti-G250 VH/VL: 
kodierende Regionen der variablen Domänen der schweren und leichten Immunglobulinkette; Yol-
Linkerpeptid: 18 AS-Linker inkl. des Epitops für mAb Yol1/34. 
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4.1.13.3  Expression und Reinigung 
 
Zur Produktion des dargestellten Antikörper-Konstruktes wurde das entsprechende Plasmid 
(pHOG21_G250_10/6) in Bakterien des Stammes E. coli XL1-Blue transformiert und die Ex-
pression des Proteins unter optimierten Bedingungen für die Sekretion funktioneller Antikör-
perfragmente in den periplasmatischen Raum induziert (100 µM IPTG, 400 mM Sucrose, 
23°C, 14-16 h; Kipriyanov, 2002). Als Kontrolle wurden Totalzell-Lysate einer induzierten und 
einer nicht-induzierten Kultur durch SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Mit Hilfe des 
monoklonalen Myc1-9E10-Antikörpers konnte auf diese Weise bei der induzierten Kultur eine 
Protein-Bande in der erwarteten Größe für scFv-Fragmente nachgewiesen werden (nicht 
gezeigt). Die Produktion löslicher Antikörperfragmente wurde durch analoge Analysen 
periplasmatischer Extrakte bestätigt. 
Da das rekombinante anti-G250 scFv-Fragment durch ein his6-tag am C-Terminus der VL-
Domäne modifiziert wurde, kann es mit Hilfe der immobilisierten Metallionen-Affinitäts-
chromatographie (IMAC, Lilius et al., 1991) aus periplasmatischen Extrakten gereinigt und 
aufkonzentriert werden. Die geschätzte Reinheit auf der Basis eines PierceBlue-Geles lag 
bei über 90% des Gesamtproteins (Abb. 26), so dass auf weitere chromatographische Auf-
reinigungsschritte verzichtet werden konnte. Die proteinhaltigen IMAC-Fraktionen wurden 
weiterhin im Western Blot mit Hilfe des monoklonalen Antikörpers Myc1-9E10 analysiert, 
wodurch ein Protein mit der erwarteten relativen Molmasse von ca. 27 kDa nachgewiesen 
werden konnte (Abb. 26). 
66 
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36 
29 
24 
20 
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Abb. 26: Reinigung des anti-G250 scFv-Antikörperfragmentes nach Expression in E. coli. 
SDS-PAGE- und Western Blot-Analyse periplasmatischer Fraktionen nach Aufreinigung über IMAC. 
(A) 12% SDS-PAGE, PierceBlue-Färbung 
(B) Western Blot-Analyse mit mAb Myc1-9E10~HRP-Konjugat. 
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4.1.13.4  Bestimmung der Ausbeuten 
 
Die Ausbeuten des anti-G250 scFv-Antikörpers wurden wie unter 3.2.3.3 beschrieben mittels 
des BCA Protein Assay Kits der Firma Pierce bestimmt. Sie lagen nach der IMAC-Aufreini-
gung bei etwa 80 µg pro Liter Bakterienkultur. 
 
 
4.1.13.5  Bindung an das G250-Antigen 
 
Um die Bindungsaktivität des isolierten anti-G250 scFv-Antikörperfragmentes an das nieren-
zellkarzinomspezifische Oberflächenantigen G250/MN/CA9 qualitativ zu bestimmen, wurde 
eine FACS-Analyse mit einer G250-negativen (SKRC-14) sowie einer G250-positiven 
(SKRC-52) Nierenzellkarzinom-Linie durchgeführt. Hierzu wurde das entsprechende Plasmid 
in E. coli XL1-Blue transformiert, exprimiert und mit Hilfe des 6his-tags über IMAC aufgerei-
nigt. Anschliessend wurde der Antikörper mittels einer Amicon UF-15-Zentrifugeneinheit ein-
konzentriert und gegen einen physiologischen Puffer (PBS; pH 7,4) umgepuffert. Je 106-
Zellen der Linien SKRC-14 und -52 wurden nun für 1,5 h bei 4°C mit dem Antikörper-
konstrukt inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde das scFv-Fragment mit 
einem Maus-anti-c-myc-Immunglobulin nachgewiesen, welches von einem Ziege-anti-
Maus~FITC-Konjugat detektiert wurde (beide 45 min, 4°C). Als Negativkontrolle wurden die 
Zellinien mit beiden Nachweisantikörpern ohne das anti-G250 scFv-Konstrukt inkubiert. Als 
Positivkontrolle diente der aus dem Hybridomüberstand aufgereinigte monoklonale anti-
G250 Vollänge-Antikörper (anti-G250 mAb). Die Ergebnisse der FACS-Analyse sind in Abb. 
27 zusammengefasst. 
 83
   
  Ergebnisse 
 SKRC-52 
 
G250+ 
 SKRC-14 
 
G250– 
Ze
llz
ah
l (
x 
10
0)
 
relative Fluoreszenzintensität (log) 
 
Abb. 27: FACS-Analyse einer G250-negativen (SKRC-14) und einer G250-positiven (SKRC-52) 
Zellinie zum Nachweis der Antigenbindungsaktivität des anti-G250 scFv-Antikörperfragmentes. 
Rot: FACS-Scan nach Inkubation der Zellen mit Maus-anti-c-myc-Antikörper sowie Ziege-anti-
Maus~FITC-Konjugat (komplettes Nachweissystem) 
Schwarz: FACS-Scan nach Inkubation der Zellen mit dem anti-G250 scFv-Antikörperfragment (Klon 
10/6) und komplettem Nachweissystem 
Blau: FACS-Scan nach Inkubation der Zellen mit anti-G250 mAb und Ziege-anti-Maus~FITC-
Konjugat 
 
Wie aus Abb. 27 ersichtlich ist, bindet sowohl das anti-G250 scFv-Fragment als auch der 
monoklonale anti-G250-Antikörper spezifisch an die G250-positive Zellinie, während sich im 
Fall der G250-negativen Linie die Fluoreszenzsignale mit der Hintergrundreaktion der Nach-
weisantikörper überlagern. Im Gegensatz zum bivalenten Vollänge-Antikörper ist die be-
obachtete Affinität des scFv-Fragmentes zum Zielantigen geringer. Dieser Effekt war auf-
grund der Monovalenz und damit dem Fehlen eines Aviditätsbeitrages durch die beiden 
Bindestellen eines kompletten IgG zu erwarten. 
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5  Diskussion  
 
 
Verfahren, die es ermöglichen, neuartige Proteine mit therapeutischer Relevanz als intrazel-
luläre Modulatoren einzusetzen, sind heute hauptsächlich auf rekombinante genetische Me-
thoden beschränkt (Wadia und Dowdy, 2002; Hays und Watowich, 2003). Die Einschleusung 
eines Transgens, durch virale oder nicht-virale Mechanismen vermittelt, ist jedoch meist 
schwierig zu erreichen und oftmals mit unerwünschten Nebeneffekten wie Toxizität, Im-
munogenität und fehlender Zelltypspezifität verbunden. Bereits gefaltete, voll funktionsfähige 
Proteine gerichtet in Zellen einschleusen zu können, wäre daher für das Studium von 
Protein-Protein-Interaktionen wie auch für die Entwicklung neuer und hochspezifischer The-
rapeutika von grosser Bedeutung. Die Barrierefunktion der Plasmamembran konnte bereits 
durch die Entwicklung zellpermeabler Peptide und Proteine überwunden werden. Eine wach-
sende Anzahl solcher Moleküle verschiedener Größen und funktioneller Klassen wurde 
schon erfolgreich für das Studium intrazellulärer Mechanismen in vitro und in vivo eingesetzt 
und belegt das Potential dieses neuen Wirkprinzips (Nagahara et al., 1998; Wills et al., 2001; 
Wadia und Dowdy, 2002; Mortlock et al., 2003; Haeberle et al., 2004). Allerdings sind zell-
permeable Modulatoren kompliziert in ihrer Herstellung und die Anlieferung und Aufnahme 
erfolgt unabhängig vom Zelltyp, was ihre therapeutischen Anwendungsmöglichkeiten stark 
einschränkt. 
Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte daher ein Konzept entwickelt werden, welches es 
Proteinmodulatoren mit therapeutischem Potential einerseits erlaubt, ihre Zielzellen spezi-
fisch zu erreichen, andererseits aber auch effektiv an ihren intrazellulären Wirkort zu ge-
langen. Neu an diesem als Ligand Sneaking bezeichneten Prinzip ist auch, dass die Modu-
latoren ausserhalb des Körpers unter optimierten Bedingungen hergestellt werden und trotz-
dem an ihr intrazelluläres Ziel gelangen können. Eine wichtige Voraussetzung für die Über-
tragbarkeit dieses theoretischen Konzeptes in die Praxis stellt die Überwindung der Plasma-
membran dar. Im Gegensatz zu zellpermeablen Peptiden greift Ligand Sneaking dabei auf 
den natürlichen und zellspezifischen Mechanismus der rezeptorvermittelten Endozytose zu-
rück. Die Endozytose ist einer der wichtigsten zellulären Mechanismen für die Aufnahme von 
Makromolekülen aus der Umgebung und daher ein rationaler Weg, um Proteinmodulatoren 
in einer nicht-invasiven Weise in Zielzellen einzuschleusen. Neben dem Einbringen von Re-
portergenen in Zellkulturen oder therapeutischen Genen in spezifische Organe im Tiermodell 
wurde die rezeptorvermittelte Endozytose auch auf Proteinebene erfolgreich eingesetzt, bei-
spielsweise um Krebszellen mit Hilfe von Immuntoxinen spezifisch zu zerstören (Zewe et al., 
1997; Newton et al., 1999; Uherek und Wels, 2000; Penell und Erickson, 2002). 
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Im Rahmen des Ligand Sneaking-Projektes wird eine neue Methodik präsentiert, die in meh-
reren Aspekten von bisher beschriebenden Systemen abweicht. Mit Hilfe kombinatorischer 
molekularbiologischer Techniken wurden modulare Multidomänenproteine generiert, welche 
sämtliche für ein effizientes intrazelluläres Targeting erforderlichen Funktionen in einer ein-
zigen Polypeptidkette vereinigen: spezifische Zielzellerkennung, Endosomen-escape- und 
Modulatorfunktion. Ligand Sneaking-Fusionsproteine wurden rekombinant in Bakterien 
exprimiert und mittels Affinitätschromatographie zu hoher Reinheit aufgereinigt. Chemische 
Modifikationen, wie sie beispielsweise für den Proteintransfer durch Immunliposomen erfor-
derlich sind, können dadurch vermieden werden. 
 
 
5.1  Design der Ligand Sneaking-Fusionsproteine 
 
Das Design der hier beschriebenen Ligand Sneaking-Fusionsproteine orientiert sich an der 
molekularen Organisation des bakteriellen Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A (PE). Die-
ses 66 kDa-Protein besteht aus drei funktionellen Domänen, welchen von N- nach C-terminal 
drei distinkte Aufgaben zugeordnet werden konnten: Rezeptorbindung, Translokation und 
katalytische Aktivität (Allured et al., 1986; Hwang et al., 1987; Pastan et al., 1992). Nach 
Bindung der Domäne Ia an den α2-Makroglobulinrezeptor wird das Toxin zunächst durch 
rezeptorvermittelte Endozytose internalisiert. In den Endosomen kommt es durch eine pH-
Ansäuerung zur Aktivierung einer zellulären Furin-ähnlichen Protease, welche das Toxin 
innerhalb der internen Domäne II (Translokationsdomäne, ETAII) schneidet und auf diese 
Weise ein 28 kDa grosses N-terminales und ein 37 kDa grosses C-terminales Fragment ge-
neriert (Ogata et al., 1992). Nach einer Konformationsänderung durch eine Disulfidbrücken-
Reduktion und Interaktion mit der Vesikelmembran erfolgt die Translokation der enzymatisch 
aktiven Domäne III ins Cytoplasma, wo die Proteinbiosynthesemaschinerie der Zelle durch 
ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktor 2 inaktiviert wird (McKee und FitzGerald, 1999). 
Dieses von der Evolution optimierte Prinzip sollte für die Umsetzung des Ligand Sneaking-
Konzeptes nutzbar gemacht werden. Die resultierenden chimären Moleküle bestehen dabei 
ebenfalls aus drei funktionell unterschiedlichen Domänen, deren generelle Anordnung jedoch 
dem nativen Exotoxin A entspricht. Im Gegensatz zum Toxin sind diese rekombinanten 
Proteine jedoch nicht toxisch, zeigen einen anderen Zielzell-Tropismus und können als intra-
zelluläre Modulatoren eingesetzt werden. 
 
Ligand Sneaking-Fusionsproteine beinhalten als Zielzellerkennungsdomäne an ihrem N-
Terminus ein scFv-Antikörperfragment gegen den humanen Transferrinrezeptor (hTFR, 
CD71, Hoogenboom et al., 1990). Der Transferrinrezeptor ist ein Typ II Membranglykoprotein 
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und besteht als Homodimer aus zwei identischen 90-95 kDa-Ketten, die über Disulfidbrücken 
miteinander verbunden sind. Die extrazelluläre C-Domäne dient der Bindung von eisenbela-
denem Transferrin (Tf), die N-terminale cytoplasmatische Domäne vermittelt eine schnelle 
Internalisierung des hTFR-Tf-Komplexes (Li und Qian, 2002). In der Zelle wird das Eisen 
nach Dissoziation von seinem carrier-Molekül über einen als DMT1 bezeichneten Eisen-
transporter aus dem Endosom ins Cytoplasma transportiert, wo es an einer Reihe wichtiger 
biologischer Funktionen wie Sauerstofftransport, Energiegewinnung und katalytischen Pro-
zessen beteiligt ist oder in Form von Ferritin gepeichert wird. Der Transferrinrezeptor wird an 
die Zelloberfläche zurücktransportiert und wiederverwendet. Ein Transportzyklus, beginnend 
mit der Bindung von Transferrin an seinen Rezeptor bis zur Rückkehr des Rezeptors zur 
Zelloberfläche dauert nur 16 Minuten (Stryer, 1996). Die Transferrinrezeptor-vermittelte 
Endozytose stellt damit den bedeutensten Mechanismus zellulärer Eisenaufnahme dar. Die-
ser hocheffektive Internalisierungsweg sollte für die Umsetzung des Ligand Sneaking-
Prinzips ausgenutzt werden. Zudem wird der Transferrinrezeptor von vielen malignen Zellen 
überexprimiert, was ihn zu einem möglichen Zielmolekül für eine gerichtete Tumortherapie 
macht. Die Zervixkarzinom-Zellinie HeLa beispielsweise, die für zahlreiche Untersuchungen 
dieser Arbeit verwendet wurde, exprimiert ca. 200000 Transferrinrezeptormoleküle pro Zelle 
(Bridges und Smith, 1985), während die Expression bei ausgereiften peripheren Blutlympho-
zyten unter der Nachweisgrenze kommerzieller Antikörper liegt. In zahlreichen Anwen-
dungen hat der Transferrinrezeptor sein Potential als geeignetes Ziel für die Einschleusung 
therapeutischer Gene, Proteine und Wirkstoffkonjugate bewiesen (Zewe et al., 1997; Newton 
et al., 1999; Singh, 1999; Vyas und Sihorkar, 2000; Li und Qian, 2002). Meist erfolgte die 
Anlieferung dabei über chemisch gekoppelte Transferrin-Konjugate, wobei die Selektivität 
und Zytotoxizität der verabreichten Wirkstoffe im Vergleich zum unkonjugierten Wirkstoff 
signifikant erhöht werden konnte. Durch Kopplung eines chimären anti-CD71 IgG-Antikör-
pers an eine humane pankreatische RNase konnte ein Immuntoxin generiert werden, das in 
vitro spezifische Toxizität gegenüber menschlichen Tumorzellen zeigte (Newton et al., 1999). 
Mit Hilfe einer scFv-Antikörper-Streptavidin-Fusion gegen den murinen Transferrinrezeptor 
wurde es sogar möglich, Biotin-gekoppelte Liganden im Tiermodell auf nicht-invasive Weise 
durch die Blut-Hirn-Schranke zu transportieren (Li et al., 1999, Qian et al., 2002). Der Vorteil 
von scFv-Antikörper-gekoppelten Wirkstoffen im Vergleich zu Transferrinkonjugaten ist ihre 
geringere Größe, wodurch Moleküle entwickelt werden können, die mit einem Gesamtmole-
kulargewicht von 60-120 kDa ideale Eigenschaften für ein effektives Tumor-Targeting auf-
weisen (Todorovska et al., 2001). Proteine dieser Größe weisen im Vergleich zu Vollänge-
Antikörpern (IgG, ca. 150 kDa) eine verbesserte Tumorpenetration und höhere An-
reicherungsraten im Tumor auf, werden andererseits aber auch weniger schnell durch die 
Nieren ausgefiltert als scFv-Monomere; beides Eigenschaften, die bei der Therapie solider 
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Tumoren erwünscht sind. Mit relativen Molmassen von 42-128 kDa fallen auch die meisten 
der in diesem Projekt entwickelten Ligand Sneaking-Fusionsproteine in diesen Größen-
bereich. ScFv-Antikörperfragmente können somit im Kontext eines Fusionsproteins als 
hochspezifische „minimale Liganden“ für ein gerichtetes Zell-Targeting eingesetzt werden.  
 
Ligand Sneaking-Fusionsproteine sind mit einer internen Translokationsdomäne ausgestat-
tet, welche aus den Aminosäuren 252 bis 366 des bakteriellen Exotoxin A (ETAII-Domäne) 
besteht. Am nativen Toxin konnte gezeigt werden, dass diese Domäne nach der Bindung 
und Aufnahme in die Zelle in der Lage ist, die Translokation der C-terminalen, enzymatisch 
aktiven Effektordomäne ins Cytoplasma zu vermitteln. Mutierte Toxin-Versionen mit partiell 
deletierten ETAII-Domänen waren nicht mehr bzw. nur noch in stark reduziertem Maße fähig, 
diese Funktion auszuüben (Ogata et al., 1992, Taupiac et al., 1999). Anhand des Auf-
nahmemechanismus natürlicher Toxine und ihrer intrazellulären Weiterleitung konnte auch 
demonstriert werden, dass der sekretorisch-anterograde Weg vom Endoplasmatischen Re-
ticulum zur Cytoplasmamembran reversibel ist und somit ein retrograder Transportweg 
existiert, der dazu benutzt werden könnte, exogene Proteine zu ihren cytosolischen Ziel-
molekülen zu transportieren (Lord und Roberts, 1998). Exotoxin A wurde deshalb schon früh 
eingesetzt, um die Internalisierung und Translokation C-terminal an die ETAII-Domäne fusio-
nierter heterologer Peptide und Proteine in das Cytoplasma zu vermitteln (Prior et al., 1991; 
Donnelly et al., 1993). Im Rahmen einer DNA-Vakzinierungsstudie wurde die Translo-
kationsfähigkeit der ETAII-Domäne sogar zur Verstärkung der MHC-Klasse-I-vermittelten 
Präsentation exogener Antigene für CD8+-T-Zellen eingesetzt. Hierzu wurde die Domäne an 
das Modell-Tumorantigen E7 des humanen Papillomavirus Typ 16 fusioniert (Hung et al., 
2001). In vitro-Untersuchungen zeigten, dass sowohl bei Zellen, die mit der ETAII/E7-DNA 
transfiziert wurden als auch bei dendritischen Zellen, in welche das ETAII/E7-Protein (elek-
trisch) eingebracht wurde, eine erhöhte MHC-Klasse-I-Präsentation des E7-Antigens nach-
gewiesen werden konnte. In vivo wurde nach der Vakzinierung von Mäusen mit ETAII/E7-
DNA ein 30-facher Anstieg in der Zahl E7-spezifischer CD8+-T-Zell-Vorläufer im Vergleich 
zur Wildtyp E7-DNA festgestellt, so dass eine hochwirksame Vakzine gegen humane Papil-
lomavirus Typ 16 E7-exprimierende Tumoren entwickelt werden konnte (Hung et al., 2001). 
Eine weitere interessante Entwicklung stellt die Konstruktion von DNA-carrier-Proteinen dar, 
bei welchen die Bindedomäne des Toxins durch ein scFv-Antikörperfragment gegen ver-
schiedene internalisierende Rezeptoren und die Effektordomäne gegen die Gal4-DNA-
Bindedomäne aus Hefe ausgetauscht wurde. Die ETAII-Translokationsdomäne blieb erhal-
ten. Mit Hilfe dieser Fusionsproteine war es möglich, nicht-kovalent gebundene fremde DNA 
ins Cytoplasma von Zielzellen einzuschleusen. Die Hypothese, dass der DNA-Transfer aus 
den Endosomen durch die Translokationsdomäne vermittelt wird, wurde dadurch unterstützt, 
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dass sowohl carrier-Proteine ohne diese Domäne, als auch die Unterbindung der endoso-
malen Ansäuerung in einer drastisch reduzierten Transfektionseffizienz resultierten (Fomi-
naya und Wels, 1996; Fominaya et al., 1998; Uherek und Wels, 2000).  
Eine aktuelle Studie beschreibt die Generierung eines chimären tumorspezifischen Killer-
Proteins, immunocasp-3, welches sich aus einem anti-ErbB2 (HER2) scFv-Antikörperfrag-
ment, der Translokationsdomäne aus Pseudomonas Exotoxin A und einem konstitutiv-
aktiven Caspase-3-Molekül zusammensetzt. Sowohl in vitro als auch in vivo konnte gezeigt 
werden, dass die konstitutiv-aktive Caspase-3-Domäne mit Hilfe der ETAII-Domäne aus 
internalisierten Vesikeln freigesetzt wurde und zur Apoptose HER2-überexprimierender 
Tumorzellen führte (Jia et al., 2003).  
Bei den beschriebenen Fusionsproteinen wurden die einzelnen funktionellen Domänen ohne 
flankierende Linkerpeptide direkt aneinander gekoppelt, während sie im Fall der Ligand 
Sneaking-Konstrukte durch 6-10 Aminosäuren lange Glycin/Serin-Linker flexibel miteinander 
verbunden sind. Durch dieses Design sollte den Einzeldomänen Faltungsspielraum im Kon-
text des Fusionsproteins gegeben und sterische Behinderungen bei der Ausformumg ihrer 
dreidimensionalen Konformation vermieden werden. Die Deletion des 8 Aminosäuren-
Linkers an der Fusionsstelle von anti-Transferrinrezeptor-scFv und ETAII-Domäne ergab 
allerdings keinen Unterschied bezüglich der Funktionalität der Fusionsproteine, so dass da-
von auszugehen ist, dass das Vorhandensein eines Linkerpeptides in Ligand Sneaking-
Fusionsproteinen - zumindest an der scFv-ETAII-Fusionsstelle - keine herausragende Be-
deutung für die Faltungseffizienz dieser Proteine hat.  
Es gibt Hinweise dafür, dass die Translokation von ETA ins Cytoplasma nicht direkt auf der 
Ebene der Endosomen stattfindet, sondern einen retrograden Transport durch den Golgi-
Apparat und das Endoplasmatische Reticulum erfordert (Sandvig und van Deurs, 2002; Bard 
et al., 2003). Dafür spricht auch die Identifikation der Aminosäuresequenz REDLK am C-
Terminus der Domäne III, die funktional dem KDEL-Retentionssignal für das Endoplasma-
tische Reticulum in Säugerzellen entspricht. Die Interaktion dieser Sequenz mit zellulären 
KDEL-Rezeptoren scheint für den korrekten intrazellulären Toxintransport (Routing) eine 
wichtige Rolle zu spielen (Jackson et al., 1999). Aus diesem Grund wurden auch die Ligand 
Sneaking-Fusionsproteine mit einem C-terminalen KDEL-Signal versehen, obwohl nicht be-
kannt ist, ob diese Sequenz für einen effizienten Übertritt endozytierter Fusionsproteine in 
das Cytoplasma unbedingt erforderlich ist. 
 
Die in dieser Arbeit hergestellten Ligand Sneaking-Fusionsproteine wurden an ihrem C-Ter-
minus mit verschiedenen Modulatoren zur spezifischen Interaktion mit Schlüsselstellen der 
NF-κB-Kaskade ausgestattet. Diese Modulatoren sollten eine Inhibierung der Signalkaskade 
erlauben und stellen somit eine indirekte Kontrollfunktion für die Durchführbarkeit des im 
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Rahmen dieser Arbeit modellhaft entwickelten Prinzips dar. Mit der NF-κB-Signalkaskade 
wurde ein therapeutisch relevantes System gewählt. Sie spielt eine herausragende Rolle bei 
der Kontrolle von Entzündungs- und Immunreaktionen und reguliert über NF-κB die 
Transkription einer großen Anzahl von Zielgenen, darunter antimikrobielle Peptide, Cytokine, 
Chemokine und anti-apoptotische Proteine. Neben der Initiierung normaler Immunreaktionen 
ist die Aktivität von NF-κB auch essentiell für die Aktivierung und Proliferation von T-Lym-
phozyten (Karin und Lin, 2002). Die konstitutive Aktivierung des NF-κB-Pathways steht in 
Zusammenhang mit einer Reihe krankhafter Entzündungsprozesse wie rheumatoide 
Arthritis, multiple Sklerose und Asthma (Li und Verma, 2002). Vor kurzem konnte ausserdem 
gezeigt werden, dass NF-κB durch seine Funktionen bei der Apoptose-Supprimierung und 
Zellzyklus-Progression maßgeblich an der Krebsentstehung beteiligt ist (Orlowski et al., 
2002; Young et al., 2003). Eine Möglichkeit, die NF-κB-Signalkaskade spezifisch zu inhibie-
ren, hätte daher nicht nur für die Behandlung von Infektionen und Autoimmunkrankheiten, 
sondern auch für die Entwicklung neuer Ansätze in der Krebsprävention und -therapie große 
Bedeutung. 
Die ersten im Rahmen von Ligand Sneaking entwickelten Fusionsproteine LS4a und LS4b 
enthielten als Modulatoren eine mutierte Version des NF-κB-spezifischen Inhibitors IκBα 
(IκBαMut) bzw. eine dominant-negative Mutante der IκB-Kinase 2 (IKK2(dn)Mut). Im Fall von 
IκBαMut wurden zwei N-terminale Phosphorylierungsstellen an den Positionen Ser32 und 
Ser36, die für die spezifische Aktivierung durch den IKK-Komplex erforderlich sind, durch 
Alanine substituiert. An IκBαMut-gebundene NF-κB-Dimere würden somit in Folge einer un-
terbundenen IκBαMut-Degradierung durch den IKK-Komplex im Cytosol zurückgehalten. Eine 
Immunreaktion könnte dadurch unterbunden oder zumindest reduziert werden. Ein Ansatz 
dieser Art wurde bereits erfolgreich mit Hilfe einer an das zellpermeable HIV-Peptid Tat fu-
sionierten Tyr42-deletierten IκBα-Mutante durchgeführt, wodurch die NF-κB-Signalkaskade in 
vitro in Osteoklastenzellen blockiert und die Proliferation der Zellen gestoppt werden konnte 
(Abu-Amer et al., 2001). Die Anlieferung und Aufnahme des Fusionsproteins in die Zellen 
erfolgte dabei allerdings ungerichtet; beides Eigenschaften, die im Rahmen eines therapeu-
tischen Ansatzes nicht wünschenswert sind. Mit dem Ligand Sneaking-Prinzip können diese 
Nachteile zugunsten einer zellspezifischen Anlieferung und Internalisierung vermieden wer-
den. 
Der zweite Modulatortyp, IKK2(dn)Mut, wurde durch eine Aminosäuresubstitution im aktiven 
Zentrum des Enzyms (K44M) generiert. Entsprechend IκBαMut verfolgt auch IKK2(dn)Mut das 
Ziel, die NF-κB-Signalkaskade spezifisch zu blockieren, wobei die Interaktion mit der Kas-
kade in diesem Fall bereits auf der Ebene des IKK-Komplexes stattfinden würde. Da ein IKK-
Komplex die Degradierung vieler IκB-Moleküle einleiten kann, verspricht die Verwendung der 
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konstitutiv-negativen Kinase im Vergleich zum mutierten Inhibitor-Molekül deutlichere Effekte 
bei der Beeinflussung des Signalweges. In Transfektionsexperimenten mit einem 
IKK2(K44M)-Reportergen konnte die Überexpression der dominant-negativen IKK2-Mutante 
in THP-1-Zellen die LPS-vermittelte Aktivierung der NF-κB-Signalkaskade verhindern 
(O’Connell et al., 1998). 
Sowohl der IκBαMut- als auch der IKK2(dn)Mut-Modulator wurden erfolgreich in die Expres-
sionskassette des Ligand Sneaking-Grundfusionsproteins LS3 integriert. Allerdings konnten 
die entsprechenden Translationsprodukte nach der Expression unter Standardbedingungen 
für die Sekretion funktioneller Proteine in den periplasmatischen Raum von  E. coli  aus-
schliesslich in Form unlöslicher Aggregate in cytoplasmatischen Einschlusskörpern (inclusion 
bodies) nachgewiesen werden. Auch nach Expression in großen Kulturmengen unter opti-
mierten Induktionsbedingungen konnten keine funktionellen Konstrukte isoliert werden, so 
dass eine Rückfaltungsstrategie eingesetzt wurde, um die in Form von inculusion bodies 
gespeicherten Fusionsproteine zu renaturieren. Diese Strategie wurde zunächst am anti-
Transferrinrezeptor-scFv-Antikörperfragment und dem Ligand Sneaking-Grundfusionsprotein 
LS3 getestet. Nach einem initialen Denaturierunsschritt unter vollständiger Reduktion der 
intramolekularen Disulfidbrücken erfolgte zunächst die affinitätschromatographische Aufrei-
nigung der Proteine. Mit Hilfe eines Redoxpuffersystems wurde anschliessend versucht, die 
Fusionsproteine schrittweise zu renaturieren. Eine erste FACS-Analyse bestätigte zwar zu-
nächst die Affinität des scFv und LS3-Fusionsproteins an HeLa-Zellen, allerdings konnte im 
ELISA keine spezifische Bindung der Proteine an den humanen Transferrinrezeptor gezeigt 
werden. Vielmehr wurde durch Größenausschlusschromatographie nachgewiesen, dass es 
sich bei den so behandelten Molekülen nicht um Monomere, sondern um Proteinaggregate 
in diversen Multimerisierungszuständen handelte. Vermutlich führte der Rückfaltungsprozess 
zur Zusammenlagerung instabiler, unvollständig gefalteter Zwischenformen; ein Vorgang, 
wie er häufig im Rahmen von Rückfaltungsstrategien beobachtet wird (Brinkmann et al., 
1997; Kuznetsova et al., 1999; Chang et al., 2001). Dabei kommt es zur Exponierung hydro-
phober Aminosäure-Seitenketten nach aussen, was zu unspezifischer „Klebrigkeit“ derartiger 
Molekülkomplexe führt und auch die Ergebnisse der FACS-Analyse erklärt. Da der Faltungs-
apparat eukaryontischer Zellen im Vergleich zu Bakterien besser an die Produktion großer 
Proteine angepasst ist, wurde deshalb versucht, die Fusionsproteine in Insektenzellen zu 
exprimieren. Hierzu wurde die Expressionskassette des 127 kDa IKK2(dn)Mut-Modulator-
konstruktes (LS4b) in frame hinter die gp67 Sekretionssignalsequenz des Baculotransfer-
vektors pAcGP67A kloniert. Diese Sequenz erlaubt die forcierte Sekretion rekombinanter 
Proteine unter der Kontrolle des starken Baculovirus Polyhedrin-Promotors. Nach der Infek-
tion von Sf9 und H5-Insektenzellen mit rekombinanten Baculoviren konnte die Expression 
und Identität des LS4b-Fusionsproteins in der erwarteten Größe nachgewiesen werden. Al-
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lerdings wurde auch hier trotz Verwendung unterschiedlicher Puffersysteme und Auf-
schlussmethoden nur unlösliches, nicht-sekretiertes Fusionsprotein isoliert. Ein möglicher 
Grund dafür ist das ER-Retentionssignal KDEL am C-Terminus, das eine erfolgreiche Sekre-
tion des Fusionsproteins möglicherweise verhindert. Allerdings haben Versuche mit einem 
intrazellulär exprimierten Ligand Sneaking-Fusionsprotein ohne C-terminales KDEL-Reten-
tionssignal ergeben, dass auch dieses nicht in das Zellkulturmedium sekretiert wurde, son-
dern in intrazellulären Vesikeln lokalisiert war (Dr. T. Jostock, persönliche Mitteilung).  
Über die Gründe für diese Beobachtung können nur Vermutungen angestellt werden. Denk-
bar wäre  die komplexe Zusammensetzung des LS4b-Fusionsproteins aus drei heterologen 
Domänen murinen (scFv), bakteriellen (ETAII) und menschlichen Ursprungs (IKK2(dn)Mut), die 
in Kombination mit der beachtlichen Größe des Konstruktes die Faltungsmaschinerie sowohl 
pro- wie auch eukaryontischer Zellsysteme überfordern könnte. Die Folge wäre die Infunktio-
nalität einer oder mehrerer Domänen. So würde beispielsweise eine falsch gefaltete ETAII-
Domäne den Übertritt des Fusionsproteins aus Vesikeln des endozytotisch-sekretorischen 
Pathways ins Cytoplasma verhindern. 
Um dennoch funktionelle Moleküle für die Verwirklichung des Ligand Sneaking-Konzeptes zu 
generieren, wurde ein weiterer Modulatortyp entwickelt, der an anderer Stelle mit der NF-κB-
Kaskade interagieren soll, aber durch die Verwendung deutlich kürzerer Modulatoren eine 
funktionelle Expression in Bakterien versprach. Hierzu wurde eine Reihe verschiedender 
kurzer Peptid-Modulatoren zur Interaktion mit dem IKK-Komplex entwickelt. Die Sequenzen 
dafür entstammen dem C-Terminus von IKK2 und beinhalten die essentiellen Aminosäuren 
der Kinase für die Bindung an das Regulatorprotein NEMO (NF-κB essential modulator). 
Peptide, welche die NEMO-Binding Domain von IKK2 repräsentieren (NBD-Peptide), können 
die Interaktion der IKKs (IKK1 und IKK2) mit NEMO verhindern und somit die downstream-
Aktivierung der NF-κB-Kaskade unterbrechen. Genau dieser Ansatz wurde auf der Basis 
zellpermeabler NBD-Peptide bereits erfolgreich zur Inhibierung der Signalkaskade einge-
setzt. So konnte eine Antp-NBD-Peptid-Fusion in vitro  die Assoziation von NEMO mit dem 
IKK-Komplex blockieren, was in einer Inhibierung Cytokin-induzierter NF-κB-Aktivierung und 
NF-κB-abhängiger Genexpression resultierte. Derselbe Effekt wurde mit dem transient in 
HeLa-Zellen exprimierten Peptid erreicht. In vivo  war das NBD-Peptid in zwei experi-
mentellen Maus-Modellen in der Lage, akute Entzündungsreaktionen einzudämmen (May et 
al., 2000). Vor kurzem konnte ausserdem gezeigt werden, dass NBD-Peptide nicht nur die 
Bindung der IKKs an NEMO verhindern, sondern auch bereits formierte NEMO/IKK-Kom-
plexe aufspalten konnten (May et al., 2002). Die NEMO-Bindedomäne stellt somit ein in-
teressantes Molekül für die Entwicklung entzündungshemmender Wirkstoffe dar, welche die 
proinflammatorische Aktivierung des IKK-Komplexes blockieren können, ohne dabei die ba-
sale NF-κB-Aktivität zu beeinträchtigen.  
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Im Rahmen des Ligand Sneaking-Projektes sollten NBD-Peptid-Modulatorfusionsproteine 
gerichtet in Transferrinrezeptor-positive Zielzellen eingeschleust werden. Im Gegensatz zu 
den großen IκBαMut- und IKK2(dn)Mut-Modulatorfusionsproteinen LS4a und LS4b konnten die 
mit NBD-Peptidmodulatoren ausgestatteten Ligand Sneaking-Fusionsproteine (LS5NBDsII, 
LS6NBDsII, LS7NBDsII) mit einem Molekulargewicht zwischen 42 kDa und 55 kDa funktio-
nell in E. coli exprimiert und in ausreichender Menge für weiterführende Assays aus peri-
plasmatischen Extrakten isoliert und aufgereinigt werden.  
 
 
5.2  Funktion der Ligand Sneaking-Fusionsproteine 
 
Zur funktionellen Charakterisierung der einzelnen heterologen Domänen in Ligand Sneaking-
Fusionsproteinen sollte zunächst getestet werden, ob das anti-Transferrinrezeptor scFv-Anti-
körper-Fragment auch im Kontext der Fusionsproteine noch in der Lage ist, korrekt zu falten 
und spezifisch an den humanen Transferrinrezeptor zu binden. Dies wurde in einem kompe-
titiven ELISA untersucht. Dabei wurde erwartet, dass ein Kompetitor (monomerer aTFR-
scFv) bei ansteigender Konzentration in der Lage ist, das Fusionsprotein von seinem Antigen 
zu verdrängen. In der Tat konnte das Signal des Fusionsproteins bereits bei einem fünf-
fachen molaren Kompetitor-Überschuss um ca. 30 Prozent reduziert werden. Wurde das 
scFv-Fragment in 30-fachem Überschuss eingesetzt, verringerte sich das Signal im Ver-
gleich zur Kompetitor-freien Kontrolle um fast 70%. Hieraus kann geschlossen werden, dass 
beide Moleküle um die epitopspezifische Bindung an den Transferrinrezeptor konkurrieren. 
Dieser Befund bestätigte sich auch im Kontext der lebenden Zelle: wurden HeLa Zellen mit 
Ligand Sneaking-Konstrukten und einem Überschuss des natürlichen TFR-Liganden Trans-
ferrin inkubiert, konnte eine deutlich reduzierte Bindungsaktivität im Vergleich zu Zellen be-
obachtet werden, die ohne Transferrin mit dem Fusionsprotein inkubiert worden waren.  
Um nun zu untersuchen, ob Ligand Sneaking-Fusionsproteine nach der Rezeptorbindung 
spezifisch von ihren Zielzellen aufgenommen werden können, wurden HeLa-Zellen bei un-
terschiedlichen Bedingungen mit den Fusionsproteinen inkubiert. Dabei wurde die Tatsache 
ausgenutzt, dass aktive zelluläre Vorgänge bei niedrigen Temperaturen stark verlangsamt 
ablaufen. So zeigen auch Untersuchungen zur rezeptorvermittelten Endozytose, dass diese 
bei 4°C im Vergleich zu physiologischen Temperaturen drastisch reduziert ist (Lee et al., 
2001). Im Fall der Ligand Sneaking-Konstrukte konnte diese Beobachtung durch klare Un-
terschiede im zellulären Verteilungsmuster bestätigt werden: während das eingesetzte Fu-
sionsprotein nach der 4°C-Inkubation zum großen Teil  auf der Zelloberfläche vorlag, er-
brachte die Inkubation bei 37°C ein intrazelluläres, über den gesamten Zellkörper verteiltes 
Fluoreszenzmuster, wie es typisch für endozytierte Liganden ist (Wei et al., 1998; Lee et al., 
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2001). Dieses Ergebnis bestätigt die Notwendigkeit eines aktiven Zellmetabolismus, um den 
Transport von Ligand Sneaking-Proteinliganden in das Zellinnere zu ermöglichen. Um den 
genauen Aufnahmemechanismus der beschriebenen Fusionsproteine in ihre Zielzellen zu 
untersuchen, wurden HeLa-Zellen unter physiologischen Bedingungen mit Ligand Sneaking-
Fusionsprotein in Anwesenheit von fluoreszenzmarkiertem Transferrin inkubiert. Dabei 
konnte gezeigt werden, dass beide Proteine zunächst in identischen oberflächennahen Vesi-
keln kolokalisieren. Da Transferrin nach der Bindung an seinen Rezeptor über rezeptorver-
mittelte Endozytose internalisiert wird, bestätigt dieser Befund, dass auch Ligand 
Sneaking-Fusionsproteine auf diesem Weg in die Zelle gelangen. Nach der Endozytose von 
rezeptorgebundenem Transferrin wird der Transferrinrezeptor recycled und an die Zellober-
fläche zurücktransportiert. Im Rahmen eines Ligand Sneaking-Ansatzes soll jedoch gewähr-
leistet werden können, dass endozytierte Liganden die Endosomen verlassen und ins 
Cytoplasma gelangen können. Bei der Vermittlung dieser Funktion durch die ETAII-Domäne 
im nativen Exotoxin konnte gezeigt werden, dass die endosomale pH-Ansäuerung eine 
wichtige Vorraussetzung für den effizienten Proteintransfer ins Cytoplasma darstellt. Um die 
Aktivität der Translokationsdomäne in Ligand Sneaking-Fusionsproteinen zu analysieren, 
wurde die pH-Ansäuerung in den Endosomen durch die Inkubation mit der carbonsäurehal-
tigen Ionophore Nigericin blockiert. In der Tat konnte durch diese Behandlung der Übertritt 
von Ligand Sneaking-Proteinen aus den Endosomen ins Cytoplasma verhindert werden. 
Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass die Translokationsdomäne aus dem Pseudomonas-
Exotoxin auch im Kontext von Ligand Sneaking-Fusionsproteinen funktionell ist und in einer 
dem nativen Toxin ähnlichen Weise agiert. Dafür spricht auch, dass sich die intrazelluläre 
Verteilung von Ligand Sneaking-Protein und Transferrin mit zunehmender Inkubationsdauer 
unterscheidet: während Transferrin in oberflächennahen Bereichen verbleibt und (vermutlich 
durch Recycling) kaum akkumuliert, kann beim Fusionsprotein ein deutlicher cytoplasma-
tischer Akkumulierungseffekt festgestellt werden. 
Nachdem anhand der beschriebenen Methoden gezeigt werden konnte, dass sowohl das 
aTFR-scFv-Antikörperfragment als auch die ETAII-Endosomen-escape-Domäne im Kontext 
von Ligand Sneaking-Fusionsproteinen aktiv sind, sollte untersucht werden, ob der Modu-
latoranteil nach spezifischer Aufnahme und Translokation in die Zelle funktionell ist und mit 
seinem Zielmolekül in der NF-κB-Signalkaskade interagieren kann. Im Falle der mit NBD-
Peptidmodulatoren ausgestatteten Ligand Sneaking-Fusionsproteine konnte in einem Luci-
ferase-Reporter Assay zunächst keine eindeutige Tendenz hinsichtlich ihrer inhibitorischen 
Wirksamkeit auf die NF-κB-Kaskade festgestellt werden. Dies lag mit großer Wahrschein-
lichkeit daran, dass die für die anfänglichen Tests verwendeten Fusionsproteine über IMAC 
aufgereinigt wurden und noch große Mengen kontaminierender E. coli-Proteine und Zell-
wandbestandteile (Lipopolysaccharide) enthielten. Gerade von Lipopolysacchariden ist be-
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kannt, dass sie einen starken stimulatorischen Effekt auf den NF-κB-Signalweg ausüben, 
wodurch die inhibitorische Wirkung der NBD-Peptidmodulatoren kompensiert worden sein 
dürfte. Die Präsenz und korrekte Positionierung des für die IMAC-Aufreinigung verwendeten 
6his-tags konnte zwar durch Sequenzierung bestätigt werden, stand jedoch in teilweisem 
Widerspruch zur geringen Ausbeute nach der Elution und dem hohen Gehalt kontaminie-
render bakterieller Bestandteile. Es zeigte sich auch, dass grosse Mengen des Fusions-
proteins bereits während der Wasch-Schritte verloren gingen. Eine mögliche Erklärung hier-
für wäre eine mangelnde Zugänglichkeit des 6his-tags für die Orbitale der Nickelchelat-
Matrix. So könnten einzelne Histidine des tags in der dreidimensionalen Struktur der Fu-
sionsproteine maskiert sein und somit für eine Interaktion mit der Metallmatrix nicht mehr zur 
Verfügung stehen. Dafür spricht auch die schlechte Performance eines kommerziellen Anti-
körpers gegen das tag sowie der Befund, dass sich Ligand Sneaking-Fusionsproteine unter 
stringenten Bedingungen und zu hoher Reinheit aufreinigen liessen, wenn ihre dreidimensio-
nale Struktur zuvor durch Inkubation in einem Denaturierungspuffer aufgehoben wurde. 
Dieses Problem konnte durch die Verwendung eines alternativen Reinigungs-tags, des 
strep-tag II, gelöst werden. Es wurde N-terminal in die NBD-Peptidmodulator-Proteine ein-
gefügt, worauf diese Fusionsproteine nach Immobilisierung an eine modifizierte Streptavidin-
Matrix kompetitiv eluiert und zu einer  Reinheit von über 90% aufgereinigt werden konnten. 
Beim Einsatz der strep-tag II-modifizierten Proteine im NF-κB-Reporter Assay konnte ein 
eindeutiger Trend gezeigt werden: eine ansteigende Ligand Sneaking-Konstruktkonzen-
tration korrelierte mit einem zunehmenden inhibitorischen Effekt auf die NF-κB-
Signalkaskade. So wurde bei einer eingesetzten Menge von 1,3 µM (30 µg/ml) des Ligand 
Sneaking-Konstruktes LS5NBDsII eine Reduktion der NF-κB-Aktivität um durchschnittlich 
17,7% erzielt, bei 3,4 µM (80 µg/ml) wurde die Kaskade im Durchschnitt um 50,9% inhibiert. 
Beim LS7NBDsII-Fusionsprotein verringerte sich die NF-κB-Aktivität bei einer eingesetzten 
Menge von 0,83 µM (15 µg/ml) um durchschnittlich 22,4%. Dieser im Verhältnis zum deutlich 
kürzeren LS5NBDsII-Konstrukt stärkere inhibitorische Effekt ist wahrscheinlich auf die hö-
here Affinität des LS7NBDsII-Modulatoranteils (113 versus 11 Aminosäuren NBD-Peptid bei 
LS5NBDsII) zurückzuführen. Untersuchungen mit zellpermeablen NBD-Peptiden haben ge-
zeigt, dass diese in Konzentrationen von 100 und 200 µM appliziert werden müssen, um eine 
Inhibierung der NF-κB-Signalkaskade um 20 bzw. 60% zu bewirken (May et al., 2000). 
Im natürlichen Exotoxin A genügt der Übertritt einiger weniger Toxinmoleküle in das Cytosol, 
um die Zielzelle abzutöten (Ogata et al., 1992). Für Ligand Sneaking ist die Situation eine 
andere: um einen maximalen modulierenden Effekt zu bewirken, ist die Translokation einer 
möglichst großen Zahl von Fusionsproteinen erwünscht. Da hohe intrazelluläre Überschüsse 
beim Ligand Sneaking-Prinzip im Vergleich zu zellpermeablen Peptiden aufgrund ihres grö-
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ßeren Molekulargewichts und der Komplexität des Systems nicht erreicht werden können, 
sollte also in Zukunft eine möglichst hohe Affinität zum Zielmolekül angestrebt werden.  
Ein mit der Durchführung des Reporter Assays assoziiertes Problem sind die hohen Stan-
dardabweichungen zwischen den einzelnen Messwerten einer Testgruppe. Diese lassen sich 
auf die Verwendung transient mit dem Reportergen transfizierter Zellen zurückführen, wobei 
der genaue Anteil positiv-transfizierter Zellen innerhalb der Gruppen variiert. Trotz des ein-
deutigen Trends und der Reproduzierbarkeit der Versuche konnte der inhibitorische Effekt 
auf die NF-κB-Kaskade daher nicht statistisch abgesichert werden (p = 0,13). Die Ergebnisse 
aus diesem Versuch müssen somit als vorläufig angesehen werden. Hier ist die Etablierung 
einer stabil mit dem NF-κB-Reporter transfizierten Zellinie und die Verwendung einer größe-
ren Probenanzahl erforderlich. Die Befunde stehen jedoch in guter Übereinstimmung zu 
anderen Untersuchungen, wonach zellpermeable Peptide im Vergleich zu entsprechenden 
Proteinen in wesentlich höheren Konzentrationen in die Zelle gelangen müssen, um einen 
biologischen Effekt zu zeigen: so ergab die Blockierung der Kinase cdk4/6 mittels des Vol-
länge-Proteins p16 INK4A im Vergleich zu einem kurzen, daraus abgeleiteten inhibitorischen 
Peptid IC50-Werte von 10 nM für das Protein gegenüber 10 µM für das Peptid (Nagahara et 
al., 1999). Die Begründung hierfür liegt wahrscheinlich in der aus ihrer Sekundär- und 
Tertiärstruktur resultierenden höheren Affinität von Proteinen. Die idealen Peptidmodulatoren 
für derartige Anwendungen wären also solche, die zum einen kurz sind, andererseits aber 
keine definierte Sekundär- und Tertiärstruktur für eine spezifische Bindung benötigen. Die 
ersten Ligand Sneaking-Prototypen unter Verwendung von Peptidmodulatoren zeigen bereits 
im Bereich weniger Mikromol gute Wirksamkeiten. Dabei haben sie im Vergleich zu ihren 
zellpermeablen Verwandten den Vorteil, dass sie hochspezifisch an ihr intrazelluläres Ziel 
gelangen können. Durch die Bereitstellung größerer Mengen auf der Basis bakterieller Ex-
pression in Bioreaktoren oder eukaryontischer Produktionssysteme (bespielsweise in CHO-
Zellen) wäre sicherlich eine weitere Steigerung des NF-κB-inhibierenden Effektes erreichbar. 
In letzterem System sollte es auch möglich sein, statt der verwendeten Peptidmodulatoren 
höher affine Proteinmodulator-Fusionsproteine herzustellen, welche bereits im nanomolaren 
Bereich deutliche Effekte zeigen sollten und damit besonders interessante Moleküle für in 
vivo-Anwendungen darstellen. Die modulare Bauweise der Ligand Sneaking-Proteine ist 
dabei von Vorteil, da die Einzeldomänen nach dem Baukastenprinzip beliebig ausgetauscht 
werden können. Potentiell immunogene Fusionsanteile wie die bakterielle Translokations-
domäne aus Pseudomonas könnten im Rahmen therapeutischer Applikationen leicht durch 
eine Sequenz humanen Ursprungs ersetzt werden. Ein möglicher Kandidat hierfür ist die 
Translokationsdomäne der humanen pankreatischen RNase, die ebenfalls in der Lage ist, 
endozytierte Liganden funktionell aus dem Endosom ins Cytoplasma zu transportieren (Zewe 
et al., 1997) und in Form eines Antikörper-gekoppelten Immuntoxins bereits therapeutisches 
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Potential gezeigt hat (Newton et al., 1999; 2003). Weiterhin könnte der anti-Transferrin-
rezeptor-scFv durch ein gegen ein internalisierendes Tumorantigen gerichtetes Antikörper-
fragment ersetzt werden, was dem Ligand Sneaking-Prinzip Anwendungsmöglichkeiten in 
der Krebstherapie erschliessen würde. Ein erster Ansatz hierfür wurde bereits mit der Ent-
wicklung des nierenzellkarzinomspezifischen anti-G250 scFv-Antikörperfragmentes unter-
nommen. Schliesslich könnte auch der Modulator durch ein hochspezifisches Bindemolekül, 
beispielsweise ein zweites Antikörperfragment, ersetzt werden. Dadurch würde ein 
bispezifisches Molekül generiert, welches im Rahmen eines Ligand Sneaking-Ansatzes für 
eine direkte funktionelle Modulierung des zu untersuchenden Zielmoleküls eingesetzt werden 
könnte, ohne dabei dessen Regulation, Produktion oder Menge primär zu beeinflussen. 
Erste Ansätze mit intrazellulären Antikörpern (intrabodies) belegen die prinzipielle Machbar-
keit dieses Konzeptes. Vorher war ein entsprechender Effekt nur durch die Mikroinjektion 
von Antikörpern zu verwirklichen. Dieses Prinzip ist jedoch für eine Therapie ungeeignet. Ein 
großes Problem bei der intrazellulären Antikörper-Expression stellen falsch gefaltete Mole-
küle dar, da sich die intramolekularen Disulfidbrücken im reduzierenden Milieu des 
Cytoplasmas nicht korrekt ausbilden können. In der Folge ergeben sich oft eine verringerte 
Stabilität, niedrige Ausbeuten und die Bildung unlöslicher Aggregate (Cohen, 2002). Einige 
evolutive Engineering-Strategien wurden zwar erfolgreich zur Herstellung funktioneller 
intrabodies eingesetzt, doch sind dies Spezialfälle, die für eine generelle Anwendung nicht 
geeignet sind (Proba et al., 1998; Wörn und Plückthun, 2001; Cohen, 2002; Hyland et al., 
2003). Da Ligand Sneaking-Fusionsproteine ausserhalb des Körpers unter optimierten Be-
dingungen hergestellt werden, können diese Nachteile mit dem hier vorgestellten Prinzip 
umgangen werden. Bei der Auswahl der Targeting- oder auch Modulator-Antikörper kann 
zudem auf eine große Zahl bereits etablierter Hybridomzellinien mit definierter Spezifität zu-
rückgegriffen werden. Für eine funktionelle Modulierung der NF-κB-Kaskade im Rahmen des 
Ligand Sneaking-Konzepts wären zum Beispiel Antikörperfragmente gegen die aktivierte 
(phosphorylierte) Form von IKK2 oder IκBα denkbar. Aufbauend auf der im Rahmen dieser 
Arbeit modellhaft entwickelten Beeinflussung auf kompetitiver Basis, könnte der Signalweg 
dadurch hochspezifisch blockiert werden. Ein weiteres interessantes Target für die Ligand 
Seaking-vermittelte Modulierung intrazellulärer Signalwege stellt der Jak/Stat-Pathway dar. 
Viele an Immunreaktionen beteiligte Cytokine und Wachstumsfaktoren signalisieren über 
diesen Weg. Hierbei werden durch rezeptorassoziierte JAK-Protein-Tyrosinkinasen 
Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie (Signal Transducers and Activators of 
Transcription) phosphoryliert und dadurch aktiviert. Dabei ist STAT3 von großer Bedeutung. 
So ist die Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors eine wichtige Voraussetzung für Cytokin-
induzierte Differenzierungsvorgänge in verschiedenen Zellsystemen. Darüber hinaus ist 
STAT3 konstitutiv in verschiedenen Tumoren aktiviert und auch für die transformierende 
 97
   
  Diskussion  
Wirkung vieler viraler und zellulärer Onkogene verantwortlich (Turkson und Jove, 2000; 
Horvath, 2000). Die phosphorylierte Form von STAT3 stellt daher im Rahmen eines Ligand 
Sneaking-Ansatzes ein ausserordentlich interessantes Ziel therapeutischer Intervention dar.  
 
 
5.3  Ausblick 
 
Im Rahmen dieser Doktorabeit konnte gezeigt werden, dass heterologe Proteindomänen 
murinen, bakteriellen und humanen Ursprungs in Form funktioneller chimärer Fusionspoteine 
kombiniert werden können. Die ursprünglichen Funktionen der Fusionspartner bleiben dabei 
erhalten und ermöglichen die Generierung von Proteinen mit neuartiger biologischer Aktivi-
tät. Das als Ligand Sneaking bezeichnete Prinzip wurde modellhaft für die Modulierung der 
NF-κB-Signalkaskade entwickelt, die bei der Kontrolle von Entzündungsreaktionen eine 
wichtige Rolle spielt.  
Das Ligand Sneaking-Konzept bietet die Chance zur Entwicklung einer völlig neuen Klasse 
von Therapeutika, die durch ihre hochspezifische Wirkungsweise eine neue Dimension 
pharmakologischer Selektivität erreichen. Ermöglicht wird dies durch die Kombination von 
spezifischem Zell-Targeting über Membranrezeptoren und der gezielten Modulierung intra-
zellulärer Signalkaskaden. Besonders für die Inhibierung von Signalkaskaden in malignen 
Zellen kann dies von großer Bedeutung sein. Die im Rahmen der Arbeit näher untersuchten 
Modellkonstrukte zielen auf die selektive Inaktivierung menschlicher Lymphozyten ab und 
damit auf die Behandlung von Autoimmunkrankheiten und die Induktion immunologischer 
Toleranz. Zu den Autoimmunkranheiten gehören Volkskrankheiten wie Diabetes mellitus und 
chronische Polyarthritis, die eine hohe epidemologische Bedeutung haben. Die Erzeugung 
von Immuntoleranz ist bedeutsam für die Verhinderung von Transplantatabstoßungs-
reaktionen.  
Die wissenschaftliche Anschlußfähigkeit wird vor allem durch die Universalität des Prinzips 
gewährleistet: die in diesem Projekt anhand eines ersten Anwendungsbeispiels validierte 
Strategie ermöglicht nach Austausch spezifischer Elemente (z.B. des Targeting-Antikörpers 
oder des Modulators) auch die Anwendung in vielen anderen Gebieten. Ligand Sneaking 
kann generell verwendet werden, um in zellulären Systemen die funktionelle Bedeutung von 
einzelnen Signaltransduktionsschritten durch selektive Hemmung aufzuklären. Dies ist für 
viele Fragen der zellbiologischen Grundlagenforschung von ebenso großer Bedeutung wie 
für eine potentielle pharmakologische Nutzung bei der Behandlung von Infektionen, Auto-
immunkrankheiten und Krebs. 
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6  Anhang 
 
 
6.1  PCR-Primer zur Amplifikation von Maus-Immunglobulin-Genen 
 
• PCR-Primer zur Amplifikation der VH-Region 
 
Forward-Primer 
MHV.B1  5´- GATGTGAAGCTTCAGGAGTC - 3´ 
MHV.B2  5´- CAGGTGCAGCTGAAGGAGTC - 3´ 
MHV.B3  5´- CAGGTGCAGCTGAAGCAGTC - 3´ 
MHV.B4  5´- CAGGTTACTCTGAAAGAGTC - 3´ 
MHV.B5  5´- GAGGTCCAGCTGCAACAATCT - 3´ 
MHV.B6  5´- GAGGTCCAGCTGCAGCAGTC - 3´ 
MHV.B7  5´- CAGGTCCAACTGCAGCAGCCT - 3´ 
MHV.B8  5´- GAGGTGAAGCTGGTGGAGTC - 3´ 
MHV.B9  5´- GAGGTGAAGCTGGTGGAATC - 3´ 
MHV.B10  5´- GATGTGAACTTGGAAGTGTC - 3´ 
MHV.B12  5´- GAGGTGCAGCTGGAGGAGTC - 3´ 
 
Reverse-Primer 
MHC.F  5´- GGCCAGTGGATAGTCAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC - 3´ 
 
 
• PCR-Primer zur Amplifikation der VL(к)-Region 
 
Forward-Primer 
MKV.B1  5´- GATGTTTTGATGACCCAAACT -3´ 
MKV.B2  5´- GATATTGTGATGACGCAGGCT - 3´ 
MKV.B3  5´- GATATTGTGATAACCCAG - 3´ 
MKV.B4  5´- GACATTGTGCTGACCCAATCT - 3´ 
MKV.B5  5´- GACATTGTGATGACCCAGTCT - 3´ 
MKV.B6  5´- GATATTGTGCTAACTCAGTCT - 3´ 
MKV.B7  5´- GATATCCAGATGACACAGACT - 3´ 
MKV.B8  5´- GACATCCAGCTGACTCAGTCT - 3´ 
MKV.B9  5´- CAAATTGTTCTCACCCAGTCT - 3´ 
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MKV.B10  5´- GACATTCTGATGACCCAGTCT - 3´ 
 
Reverse-Primer 
MKC.F   5´- GGATACAGTTGGTGCAGCATC - 3´ 
 
 
• PCR-Primer zur Amplifikation der VL(λ)-Region 
 
Forward-Primer 
MLV.B   5´- CAGGCTGTTGTGACTCAGGAA - 3´ 
 
Reverse-Primer 
MLC.F   5´- GGTGAGTGTGGGAGTGGACTTGGGCTG - 3´ 
 
 
6.2  PCR-Primer zur Reamplifikation von Maus-Immunglobulin-Genen 
 
• PCR-Primer zur Reamplifikation der VH-Region  
 
Forward-Primer  (Einführung der Restriktionsschnittstelle für NcoI) 
MHV.B1.Nco   5´- GAATAGGCCATGGCGGATGTGAAGCTGCAGGAGTC - 3´ 
MHV.B2.Nco  5´- GAATAGGCCATGGCGCAGGTGCAGCTGAAGGAGTC -3´ 
MHV.B3.Nco  5´- GAATAGGCCATGGCGCAGGTGCAGCTGAAGCAGTC - 3´ 
MHV.B4.Nco  5´- GAATAGGCCATGGCGCAGGTTACTCTGAAAGAGTC - 3´ 
MHV.B5.Nco  5´- GAATAGGCCATGGCGGAGGTCCAGCTGCAACAATCT - 3´ 
MHV.B6.Nco  5´- GAATAGGCCATGGCGGAGGTCCAGCTGCAGCAGTC - 3´ 
MHV.B7.Nco  5´- GAATAGACCATGGCGCAGGTCCAACTGCAGCAGCCT - 3´ 
MHV.B8.Nco  5´- GAATAGGCCATGGCGGAGGTGAAGCTGGTGGAGTC - 3´ 
MHV.B9.Nco  5´- GAATAGGCCATGGCGGAGGTGAAGCTGGTGGAATC - 3´ 
MHV.B10.Nco  5´- GAATAGGCCATGGCGGATGTGAACTTGGAAGTGTC - 3´ 
MHV.B12.Nco  5´- GAATAGGCCATGGCGGAGGTGCAGCTGGAGGAGTC - 3´ 
 
Reverse-Primer (Einführung der Restriktionsschnittstelle für HindIII) 
MHC.F.Hind  5´- GGCCAGTGGATAAAGCTTTGGGGGTGTCGTTTTGGC - 3´ 
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• PCR-Primer zur Reamplifikation der VL(к)-Region 
 
Forward-Primer (Einführung der Restriktionsschnittstelle für MluI) 
MKV.B1.Mlu  5´- TACAGGATCCACGCGTAGATGTTTTGATGACCCAAACT - 3´ 
MKV.B2.Mlu   5´- TACAGGATCCACGCGTAGATATTGTGATGACGCAGGCT - 3´ 
MKV.B3.Mlu  5´- TACAGGATCCACGCGTAGATATTGTGATAACCCAG - 3´ 
MKV.B4.Mlu  5´-TACAGGATCCACGCGTAGACATTGTGCTGACCCAATCT- 3´ 
MKV.B5.Mlu   5´- TACAGGATCCACGCGTAGACATTGTGATGACCCAGTCT - 3´ 
MKV.B6.Mlu  5´- TACAGGATCCACGCGTAGATATTGTGCTAACTCAGTCT - 3´ 
MKV.B7.Mlu  5´- TACAGGATCCACGCGTAGATATCCAGATGACACAGACT - 3´ 
MKV.B8 Mlu  5´- TACAGGATCCACGCGTAGACATCCAGCTGACTCAGTCT - 3´ 
MKV.B9.Mlu  5´- TACAGGATCCACGCGTACAAATTGTTCTCACCCAGTCT - 3´ 
MKV.B10.Mlu  5´- TACAGGATCCACGCGTAGACATTCTGATGACCCAGTCT - 3´ 
 
Reverse-Primer (Einführung der Restriktionsschnittstelle für NotI) 
MKC.F.Not  5´- TGACAAGCTTGCGGCCGCGGATACAGTTGGTGCAGCATC - 3´ 
 
 
• PCR-Primer zur Reamplifikation der VL(λ)-Region 
 
Forward-Primer (Einführung der Restriktionsschnittstelle für MluI) 
MLV.B.Mlu  5´- TACAGGATCCACGCGTACAGGCTGTTGTGACTCAGGAA - 3´ 
 
Reverse-Primer (Einführung der Restriktionsschnittstelle für NotI) 
MLC.F.Not  5’- TGACAAGCTTGCGGCCGCGGTGAGTGTGGGAGTGGACTTGGG 
     CTG - 3´ 
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